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RIASSUNTO 
È stata rilevata la componente batterica del suolo e quella infeudata in ascomi di Tuber 
borchii campionati in due leccete sviluppatesi su suoli a diversa matrice rocciosa, al fine di 
valutarne le eventuali differenze quanti-qualitative tra i siti di campionamento. 
Le analisi chimiche effettuate sui campioni di suolo hanno messo in evidenza le loro 
principali caratteristiche fisico-chimiche. Le comunità microbiche estratte dai diversi 
campioni di suolo sono state valutate sia tassonomicamente, tramite sequenziamento del 
rRNA della regione 16S ribosomiale di 184 isolati batterici, sia su base funzionale con l’uso 
di piastre metaboliche Ecoplates Biolog
®
. Le comunità microbiche legate al micro-habitat 
ascomico sono state valutate con metodica GEN III Biolog
®
, su 36 isolati. 
Lo studio ha messo in evidenza come le due comunità microbiche terricole dei due siti, 
pur differenziandosi dal punto di vista tassonomico, sono identiche dal punto di vista 
funzionale e metabolico.  
Inoltre si osservano differenze di composizione delle comunità batteriche: tra i corpi 
fruttiferi campionati dai due siti, tra corpo fruttifero e suolo ascomico nonché tra corpo 
fruttifero e suolo forestale, avvalorando quindi l’ipotesi che ogni micro-ambiente rilevato in 
questo studio è una nicchia ecologica che seleziona specifiche comunità batteriche. 
Tra i batteri rilevati nei vari ascomi sono stati rilevati PGPR, saprofiti, patogeni dei 
funghi e patogeni umani. 
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ABSTRACT 
The bacterial component of the soil and of the ascocarps of the Tuber borchii sampled 
in two holm oaks grown on soils with different rock matrix was detected, in order to evaluate 
any quantitative-qualitative differences between the sampling sites. 
The chemical analysis carried out on soils samples have highlighted their main physics 
and chemical characteristics. 
The microbial communities extracted from the different soil samples were assessed both 
taxonomically, by sequencing the rRNA of the ribosomal 16S region of 184 bacterial isolates, 
and on a functional basis with the use of Ecoplates Biolog®. The microbial communities 
related to the ascocarp micro-habitat were evaluated with GEN III Biolog® system (36 
isolates.) 
The study has shown how the two microbial communities of the soil of the two sites, 
even if they are different by taxonomic composition, are identical from a metabolic-functional 
point of view. 
In addition, differences in the composition of bacterial communities are observed: 
among the fruiting bodies sampled by the two sites, between ascocarp and ascocarpic soil and 
between ascocarp and forest soil, thus corroborating the hypothesis that every micro-
environment detected in this study is an ecological niche that selects specific bacterial 
communities. 
PGPR, saprophytes, fungi and human pathogens were detected among the bacteria 
detected in the various ascocarps. 
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1. INTRODUZIONE 
Nell’accezione più comune, i termini “bosco”, “foresta” o “selva” indicano un’ampia 
superficie di terreno coperto da alberi, solitamente ad alto fusto, in cui spesso viene compreso 
lo strato arbustivo e quello erbaceo in esso racchiuso. 
Il mero inquadramento del concetto di bosco all’interno di misurazioni di estensione e 
copertura arborea risulta estremamente riduttivo se si pensa alle varie funzioni alle quali esso 
naturalmente ottempera, poiché non può essere sottovalutato il ruolo svolto dall’ecosistema 
foresta in termini di conservazione della biodiversità e della variabilità genetica (Giannini, 
2006). Esso infatti va ben oltre la somma dei singoli alberi delle provvigioni di legname 
retraibili o dei chilometri di sentieri turistici presenti (Ciancio, 2012). Ecologicamente 
rappresenta un habitat assai diversificato in cui gli alberi svolgono la loro parte quanto gli 
arbusti, le erbe, la macro- meso- e micro-fauna, i funghi, i licheni ecc. Tutti questi elementi 
mostrano tra loro delle profonde interazioni che le moderne discipline biologiche studiano per 
far sì che il bosco continui a svolgere le proprie funzioni in modo ottimale (Ciancio e 
Nocentini, 2009). 
Tra queste interconnessioni di tipo trofico-funzionale, rivestono particolare importanza 
le relazioni tra gli alberi (arbusti compresi) e i microrganismi che vivono nel suolo. 
Questi ultimi si pongono in posizione intermedia nella catena trofica che unisce il suolo 
agli organismi vegetali superiori e svolgono ecologicamente la funzione di mineralizzare la 
sostanza organica, rendendola disponibile alle piante e instaurando rapporti trofici di varia 
natura che vanno dal saprofitismo alla simbiosi commensalistica o mutualistica, sino al patosismo. 
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1.1. I MICRORGANISMI NEL SUOLO 
Le comunità microbiche del suolo sono composte da batteri, funghi, alghe e protozoi. 




 ufc/g (peso secco) di suolo 
(Whitman et al., 1998), possono raggiungere valori dell’ordine di 1010 ufc/g, con una diversità 
specifica compresa tra 4×10
3
 (Torsvik et al.,1990). e 5×10
4
 (Roesch et al., 2007), incluse le 
specie recalcitranti alla coltivazione. La loro distribuzione è determinata dalla presenza di 
sostanze nutritive e caratterizzata dalla formazione di un biofilm, che ne permette l’adesione 
alle superfici (Costerton, 2005). La maggiore presenza microbica si ritrova negli orizzonti più 
superficiali ricchi di sostanza organica, specialmente nella zona adiacente alle radici delle 
piante (rizosfera). 
Nel suolo l’insieme dei batteri è quello numericamente più consistente (Tab. 1). Essi 
svolgono un ruolo determinante nei cicli biogeochimici rendendo disponibili le sostanze 
nutritive complessate all’interno delle rocce e della sostanza organica (Davison, 1988): per 
queste ragioni sono fondamentali per la salute delle piante e per la fertilità del suolo. La loro 
capacità di sintetizzare particolari composti biochimici facilita l'assunzione da parte delle 
piante di determinate sostanze nutritive dal suolo, e ritarda o impedisce il diffondersi di 
fitopatie (Brierley, 1985; Ehrlich, 1990). Più di recente, alcune specie batteriche si sono 
rivelate molto utili nel recupero di terreni inquinati grazie alla loro capacità di mineralizzare 
alcuni composti organici inquinanti (Middledrop et al., 1990; Burd et al., 2000; Zhuang et al., 
2007; Zaidi et al., 2008). 
Tabella 1: Carica microbica media nel suolo (da: Barbieri et al., 2008). 
Microrganismi 
Suolo Rizosferico 
(ufc/g di suolo) 
Suolo non rizosferico 
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Nelle comunità batteriche del suolo si possono distinguere due tipologie di popolazioni 
(Boyce, 1984): 
autoctone: caratterizzate da una lenta crescita ed una strategia di sviluppo di tipo “k”, 
con un utilizzo ottimale dei substrati disponibili e una maggiore conservazione delle risorse 
ambientali; 
zimogene: contraddistinte da un rapido sviluppo ed una strategia di tipo “r”, mostrando 
una crescita attiva solo quando sono disponibili (ed in grande quantità) dei substrati nutrienti 
idonei. 
Gli studi sul rapporto quantitativo dei diversi gruppi batterici nel suolo vedono 
Proteobatteri quale gruppo più numeroso (48%), seguiti dai Firmicutes (20%) e dagli 
Attinomiceti (18%) (Janssen, 2006; Barbieri et al., 2008) (Fig. 1). Va comunque tenuto in 
debita considerazione che le tecniche attualmente a disposizione riescono a coltivare appena 
lo 0,1-1% dei batteri effettivamente esistenti in natura (Torsvik, 1978; 1996). 
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Tra i funghi, i generi maggiormente rappresentati sono Aspergillus, Geotrichum, 
Penicillum, Trichoderma. La loro importanza ecologica spazia dalla degradazione della 
sostanza organica (viva e morta), al miglioramento dell’areazione e del bilancio idrico del 
suolo, sino alla creazione di relazioni con diverse specie vegetali. 
Le alghe (compresi cianobatteri e licheni) si trovano solo negli strati più superficiali di 
suolo e rocce, essendo tra i primi colonizzatori delle superfici prive di vegetazione. 
Contribuiscono in modo apprezzabile alla disgregazione del materiale roccioso. 
I protozoi, riscontrabili nei primi 15 cm di suolo, sono alloctoni, solitamente in forma 
di cisti, ciliati flagellati o rizopodi. Vivono a spese dei batteri e degradano la sostanza 
organica. 
Nel compiere le loro diverse funzioni ecologiche, tutti questi microrganismi instaurano 
interazioni di vario tipo, sia tra di essi sia con le piante superiori. Una pianta è quindi inserita 
in un mondo microbico sul quale esercita la sua influenza e dal quale dipende per reazioni 
laterali e sottoprodotti metabolici (Florenzano, 1983). 
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1.2. LE SIMBIOSI BATTERICHE CON LE PIANTE SUPERIORI 
Alcune specie batteriche hanno dimostrato di poter sviluppare interazioni positive - 
dirette e indirette - con le piante superiori, ed in particolare con il loro apparato radicale 
(Hayat, 2010). Sulla base di questa caratteristica è stata coniata la definizione di “Plant 
Growth Promoting Rhizobacteria” (PGPR) (lista completa in Hayat, 2010) per quei batteri 
che, colonizzando le radici delle piante, ne promuovono in modo diretto o indiretto la crescita 
(Kloepper e Schroth, 1978; Kloepper et al., 1989; Cleyet-Marcel et al., 2001). Gli stessi, dal 
punto di vista funzionale, si possono ulteriormente classificare come “Plant Health Promoting 
Rhizobacteria” (PHPR) e “Nodule Promoting Rhizobacteria” (NPR) (Burr e Caesar, 1984). 
In relazione alla tipologia relazionale instaurata con le piante, i PGPR possono essere 
suddivisi in Batteri simbionti (iPGPR) i quali colonizzano l’interno delle cellule vegetali, e 
“free-living rhizobacteria” (ePGPR) che, pur vivendo all’esterno delle cellule vegetali, 
svolgono comunque un ruolo nello sviluppo della pianta (Gray e Smith 2005; Khan, 2005). 
Appartengono al gruppo dei PGPR i batteri azotofissatori, non tutti simbionti, come i 
cianobatteri del genere Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, 
Rhizobium e Sinorhizobium (Lynch, 1983; Bottomley and Maggard, 1990; Bottomley and 
Dughri, 1989) o i batteri appartenenti alle specie Azospirillum, Enterobacter, Klebsiella e 
Pseudomonas (Burd et al., 2000; Cocking, 2003). Così anche alcune specie appartenenti a 
Pseudomonas, Achromobacter, Aerobacter, Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia, Erwinia, 
Flavobacterium, Microccocus, Pseudomonas e Rhizobium che hanno mostrato la capacità di 
rendere assimilabile il fosforo a partire da substrati rocciosi (Goldstein, 1986; Rodríguez e 
Fraga, 1999; Rodríguez et al., 2006). 
Alcuni batteri - simbionti e non - di diverse specie, appartenenti principalmente ai 
generi Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Mycobacterium, Paenibacillus, Pseudomonas e 
Streptomyces (Hayat, 2010), svolgono le funzioni tipiche dei PGPR producendo fitormoni 
(Dangar e Basu, 1987; Lynch 1990; Arshad e Frankenberger, 1991; 1993; Glick 1995; García 
de Salamone et al., 2001; Gutiérrez-Mañero et al,. 2001; Persello-Cartieaux et al., 2003; 
Dobbelaere et al., 2003; Vivas et al., 2005). 
Alcune specie dei generi Bacillus, Deinococcus, Methanobacteria, Pseudomonas, 
Ralstonia etc., sono associabili al gruppo dei PGPR per la loro capacità di bonificare siti 
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inquinati, degradando composti del carbonio, azoto e fosforo, o metabolizzando metalli 
tossici, composti aromatici, erbicidi, pesticidi etc. (Narasimhan et al., 2003; Huang et al., 
2004; 2005; Milton, 2007; Zhuang et al., 2007). 
Anche la protezione delle piante dai patogeni rientra indirettamente tra le caratteristiche 
intrinseche del gruppo dei PGPR (Schippers et al., 1987; Dobbelaere et al., 2003; Glick e 
Pasternak, 2003), riscontrabile ad esempio in alcune specie dei generi Streptomyces per la 
produzione di siderofori (Loper e Buyer, 1991); Azospirillum, Klebsiella e Rhizobium per la 
degradazione della pectina (Chatterjee et al., 1978; Umali-Garcia et al., 1980; Tien et al., 
1981; Angle 1986; Séguin e Lalonde, 1989); Bacillus per la sintesi di antibiotici (Brannen e 
Backman, 1994; Kokalis-Burelle et al., 2006). 
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1.3. LE SIMBIOSI MICORRIZICHE 
Un’altra particolare forma di simbiosi mutualistica si identifica nelle micorrize: 
strutture biologiche che si realizzano tra il micelio dei del suolo e gli apici radicali di piante 
superiori. I primi studi furono condotti in Italia nel 1882 da Giuseppe Gibelli, botanico che 
descrisse per la prima volta la convivenza di “indigenato tollerabile e tollerato” tra ife fungine 
e radici di castagno. 
Nel 1887 il patologo forestale tedesco Albert Bernhard Frank conia il termine 
“micorriza”, la cui etimologia deriva dal greco myco = fungo e rhyza = radice, al fine di 
definire la particolare associazione tra un fungo e una radice viva di una pianta (Frank, 1887). 
Questa simbiosi, generatasi oltre 400 milioni di anni fa, ha consentito la conquista della terra 
da parte delle piante (Selosse e Le Tacon, 1998).  
La maggior parte delle piante vascolari e delle briofite sono capaci di determinare 
questa associazione con diversi taxa fungini, in particolare con specie appartenenti agli 
Ascomycota, Basidiomycota, Glomeromycota e Zygomycota (Smith e Read, 2008). 
Attualmente si conoscono solo cinque famiglie di Angiosperme che si prestano solo in parte 
alla formazione di micorrize: Caryophyllaceae (50%), Chenopodiaceae (61%), Cruciferae 
(87%), Cyperaceae (74%) e Juncaceae (56%). 
La tipologia e le caratteristiche del rapporto di simbiosi variano in base agli organismi 
coinvolti e alle condizioni ambientali, ma di solito si osserva un vantaggio reciproco per 
entrambi i partner. Fanno eccezione le micorrize delle Orchidaceae, poiché durante le fasi 
aclorofilliche dei primi stadi di vita della pianta mostrano un esclusivo beneficio per 
quest’ultima. 
Si possono distinguere i seguenti tipi di simbiosi micorriziche: 
• Micorrize vescicolo-arbuscolari (VAM): si tratta di micorrize costituite da strutture 
ifali dette arbuscoli, molto ramificate e rapidamente senescenti, che si formano 
all’interno delle cellule corticali radicali delle piante ospiti (Smith e Read, 2008). I 
funghi delle VAM appartengono alla divisione Glomeromycota; sono simbionti 
obbligati e molto diffusi, spesso associati a diverse specie di interesse forestale 
appartenenti ai generi Acer, Cupressus, Fraxinus, Platanus, Prunus, Sequoia, Taxus, 
Ulmus (Schüßler et al., 2001); 
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• Ectomicorrize (EcM): sono formate da funghi che, contrariamente a quelli implicati 
nelle VAM, non accrescono la loro colonizzazione all’interno delle cellule ma si 
limitano agli spazi extracellulari dell’epidermide organizzando un reticolo, conosciuto 
come Reticolo di Hartig, che funge da interfaccia di scambio tra fungo e radice. 
Esternamente gli apici radicali infettati mostrano evidenti cambiamenti morfologici, 
con una struttura di rivestimento costituita di ife fungine denominata “mantello” o 
“micoclena”. Da questa si dipartono verso l’esterno numerose ife, definite “trofiche”, 
che formano una rete miceliale di collegamento tra apice radicale, suolo e sporomi 
(Smith e Read, 2008). Ad oggi sono riportate in letteratura 26 famiglie - includenti 145 
generi e oltre 6000 specie di piante (5600 Angiosperme e 285 Gimnosperme) - che 
possono formare simbiosi ectomicorriziche con una grande diversità di specie fungine, 
stimate in 5000-6000 specie (Brundrett, 2009). Nella maggior parte dei casi si tratta di 
simbiosi aspecifiche riconducibili alle divisioni degli Ascomycota, Basidiomycota e 
Zigomycota (Smith e Read, 2008).  
• Ectendomicorrize: a differenza delle ectomicorrize formano un mantello più sottile o 
non lo formano affatto, e le ife del Reticolo di Hartig interessano anche il lume delle 
cellule degli apici infettati. Questa tipologia di simbiosi micorrizica si può osservare 
nelle Angiosperme e nelle Gimnosperme, associate a diversi funghi delle divisioni 
degli Ascomycota e Basidiomycota (Brundrett, 2008). 
• Micorrize arbutoidi: sono formate da Basidiomiceti e da piante appartenenti 
all’ordine Ericales, in particolare alle famiglie Ericaceae e Pyrolaceae. In questo caso 
le ife del Reticolo di Hartig possono penetrare nelle cellule e formare ammassi 
miceliari che, pur occupando gran parte del volume cellulare, rimangono separati dal 
citoplasma per via di una membrana plasmatica che funge da interfaccia (Fusconi e 
Bonfante-Fasolo, 1984). 
• Micorrize monotropoidi: sono formate da funghi Basidiomiceti e da piante della 
famiglia Monotropaceae, dell’ordine Ericales. Sono caratterizzate da un mantello 
compatto, solitamente multistratificato. In questo caso il Reticolo di Hartig è confinato 
all’epidermide, da cui origina strutture analoghe ad austori che irrompono nelle cellule 
dell’ospite (Brundrett, 2008). 
• Micorrize ericoidi: sono costituite da Ascomiceti e da piante dell’ordine delle 
Ericales. Le ife fungine formano dapprima una rete attorno alla zona delle radici fini 
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della pianta, poi penetrano e proliferano abbondantemente all’interno delle cellule 
epidermiche, senza tuttavia entrare in diretto contatto con il citoplasma a causa 
dell’invaginazione ripetuta della membrana plasmatica della cellula vegetale. Queste 
strutture rimangono attive per circa 5-6 settimane per poi morire in seguito alla 
degenerazione del citoplasma della cellula che ospita le ife fungine (Smith e Read, 
2008). 
• Micorrize delle Orchidaceae: sono simbiosi che le piante di questa famiglia 
instaurano con Basidiomiceti e alcuni Ascomiceti del genere Tuber (Dearnaley, 2007). 
Si tratta di una simbiosi obbligata, dovuta aclorofillicità delle piante di questa famiglia 
nelle prime fasi di vita e conservata anche in fase adulta da oltre un centinaio di specie 
(Leake, 2005). In questa particolare simbiosi il fungo colonizza i tessuti vegetali 
formando i caratteristici pelotoni, ossia gomitoli di ife intracellulari attraverso i quali 
avvengono gli scambi nutrizionali con l’ospite. Già da diverso tempo vengono 
studiate, soprattutto a causa della rilevanza economica della pianta ospite. 
In ambito forestale le ectomicorrize rivestono particolare importanza sia per la loro 
diffusione sia per la tipologia delle piante ospiti. Alle nostre latitudini diverse specie di 
interesse forestale come Fagus, Picea, Pinus, e Quercus formano complessi ectomicorrizici 
con diversi generi fungini quali Amanita, Boletus, Cenococcum, Russula, Tuber, stabilendo 
rapporti mutualistici di importanza fondamentale (Montecchio, 2006), spesso dirimente per la 
sopravvivenza di uno o di entrambi i simbionti: da un lato la pianta è favorita nelle attività di 
reperimento e traslocamento di acqua e di diverse sostanze nutritive, dall’altro la parte 
fungina può agevolmente trarre dalla pianta carboidrati ed altri preziosi elementi contenuti 
negli essudati radicali (Brundrett, 2004). Questo avviene grazie allo sviluppo del “micelio 
extramatricale” che caratterizza le ectomicorrize: si tratta un micelio costituito da ife trofiche 
che si propagano nel suolo a partire dal mantello, aumentando di fatto l’area di esplorazione 
delle radici, la superficie assorbente (per ogni metro di radice, 1000 metri di micelio) e, di 
conseguenza, l’assunzione di acqua e di soluti da parte delle stesse (Agerer, 1991; Plassard et 
al., 2000). Queste ife si accrescono singolarmente oppure si aggregano per generare cordoni 
ifali e rizomorfe; per mezzo di ponti interifali e di anastomosi permettono la traslocazione 
sino al mantello dell’acqua e delle sostanze nutritive adsorbite, rendendole quindi fruibili per 
le radici delle piante ospiti (Smith e Read, 2008). Inoltre il complesso di emanazioni ifali - 
micoclena, protegge l’apice da inquinanti fitotossici presenti nel suolo (Rousseau et al.,1994). 
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Da un punto di vista strettamente fitopatologico, il complesso ectomicorrizico 
costituisce una barriera fisica alla penetrazione di eventuali parassiti nell’apice delle radici, 
modifica qualitativamente e quantitativamente gli essudati radicali emessi nella rizosfera e 
produce anche dei composti antibiotici i quali sono tossici nei confronti di altri microrganismi 
del terreno (Smith e Read, 2008; Morte et al., 2010; Perotto et al., 2013). Inoltre il micelio 
extramatricale permette che uno stesso fungo colleghi con le proprie ife diverse piante, anche 
di specie diverse, influenzando positivamente la resilienza dell’ecosistema. Difatti la rete 
miceliale trofica realizzata da una comunità ectomicorrizica migliora la produttività 
dell’ecosistema durante periodi di siccità o di disponibilità limitata di sostanze nutritive, 
permettendo sostanziosi scambi bidirezionali tra piante diverse (Martins, 1993; Simard et al., 
1997; Sbrana et al., 2007), Inoltre si osservano forti influenze sulla la proliferazione delle 
popolazioni microbiche rizosferiche, sulla struttura del suolo e sulle successioni vegetali 
(Courty et al., 2010). Il meccanismo descritto è di vitale importanza proprio negli ambienti 
mediterranei caratterizzati da una limitata disponibilità d’acqua e sostanze nutritive (Vilà e 
Sardans, 1999), e pare destinato ad assumere un rilievo crescente se si considera che i modelli 
previsionali sul cambiamento climatico nell'area mediterranea mostrano un aumento delle 
temperature medie e una diminuzione delle piogge fino alla fine del ventunesimo secolo 
(Büntgen et al., 2012). 
In definitiva, mentre i benefici per il fungo possono essere riassunti in una pronta 
disponibilità d’energia che gli consente di completare il ciclo biologico, gli effetti della 
simbiosi sulla pianta si traducono in una maggiore resistenza a stress d’origine abiotica e 
biotica di breve-medio periodo, con conseguente mantenimento di uno stato fisiologico, 
vegetativo e sanitario ottimale anche in presenza di condizioni ambientali avverse. 
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1.3.1 Il ruolo dei batteri nella simbiosi ectomicorrizica 
Come spesso accade in ambiente scientifico i recenti studi sulle simbiosi micorriziche 
hanno aperto nuovi orizzonti per la ricerca biologica, consentendo di rilevare alcune relazioni 
ecologiche (dirette o indirette) che intercorrono tra le simbiosi micorriziche e gli altri 
microrganismi presenti comunemente nel suolo, con effetti - sia positivi sia negativi - tali da 
non poter essere ignorati. 
In particolare, all’interno della comunità batterica sono state individuate delle specie, 
chiamate genericamente Mycorrhiza Helper Bacteria (MHB), alle quali sono riconosciuti 
effetti stimolanti per la formazione del complesso micorrizico (Garbaye, 1994). Con 
l’avanzare della ricerca si è ritenuto opportuno individuare come “Mycorrhization Helper 
Bacteria” l’insieme dei batteri che promuovono la formazione della simbiosi micorrizica, e 
con “Mycorrhiza Helper Bacteria” l’insieme di quelli che agevolano il mantenimento della 
stessa nel tempo (Frey-Klett et al., 2007). 
Il primo MHB è stato osservato da Mosse nel 1962 associato al fungo endomicorrizico 
Rhizophagus (Mosse, 1962); da allora molti altri MHB sono stati descritti in associazione con 
questa tipologia di micorrize (lista completa in Frey-Klett et al., 2007). È invece più recente la 
descrizione dello stesso tipo di fenomeno con i funghi ectomicorrizici e con quelli arbuscolari 
(Garbaye, 1994; Frey-Klett et al., 2007).  
Molti MHB appartengono ai Proteobacteria Agrobacterium, Azobacter, Azospirillum, 
Brayrhizobium, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas e Rhizobium, ma ve ne 
sono anche tra gli Actinomycetes e i Firmicutes. 
Sebbene della loro ecologia non si conosca ancora molto, appare chiaro che gli MHB 
non sono specifici di particolari ecosistemi, tanto da essere definiti “generalisti” in grado di 
associarsi a piante erbacee e legnose in ambienti a clima boreale, temperato, tropicale e 
mediterraneo. Tuttavia è stato osservato come a seconda dell’ambiente, del fungo e della 
pianta ospite coinvolti, alcuni MHB possono avere comportamenti contrastanti riguardo la 
colonizzazione naturale della micorrizosfera, anche con effetti negativi sulla simbiosi 
micorrizica (Garbaye and Bowen, 1989; Founoune et al., 2002; Frey-Klett et al., 2005; 
Gryndler et al., 2013). 
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Attualmente sono molti i filoni di ricerca che, indagando sui meccanismi molecolari, 
tentando di spiegare l’ecologia di questi gruppi microbici. Stando alle attuali conoscenze 
sembra alquanto probabile che all’origine di questi effetti vi sia una coevoluzione tra i tre 
elementi principali di questa simbiosi (Naumann et al., 2010), fin quasi ad ipotizzare che si 
tratti di una vera e propria simbiosi tripartita (Desirò et al. 2015). 
Anche la specificità di questi batteri nei riguardi del fungo simbionte, considerata per 
molto tempo un’importante proprietà degli MHB, mostra aspetti contrastanti. I primi studi in 
merito hanno evidenziato come gli MHB possono migliorare e velocizzare la formazione 
della simbiosi micorrizica per alcuni funghi e inibirne quella promossa da altri, palesando 
anche un certo antagonismo per i patogeni (Garbaye e Duponnois, 1992). Eppure altri studi 
più recenti hanno dimostrato che, al mutare delle condizioni ambientali, alcuni MHB possono 
stimolare un grande numero di simbiosi micorriziche (Aspray et al., 2006; Li et al., 2008), o 
addirittura stimolare sia simbionti che patogeni (Frey-Klett et al., 2007; Lehr et al., 2007). 
Alcuni MHB mostrano di avere degli effetti secondari sulla crescita della pianta ospite, 
per esempio stimolando la formazione di radici secondarie, e per questo sono indicati anche 
come PGPR, stimolando la formazione delle radici secondarie (Labbé et al., 2014) o 
modificando la risposta dell’apparato radicale di alcune specie in condizioni di siccità 
(Hrynkiewicz et al., 2009; Domínguez-Núez et al., 2013). Altri MHB sono azotofissatori e 
rendono maggiormente disponibile questo elemento alle piante ospiti (Li et al., 1992; Paul et 
al., 2013). Altri ancora sono stati saggiati, con effetti positivi, come agenti di controllo 
biologico per alcuni patogeni (Lehr et al., 2007; Hernández-Montiel et al., 2013), 
caratterizzandosi per una non trascurabile capacità di interferire in modo diretto sulla risposta 
immunitaria della pianta ospite (Cameron et al., 2013; Kurth et al., 2013). 
Riguardo gli effetti diretti degli MHB sul fungo simbionte, i meccanismi d’azione sono 
vari ed alcuni possono essere utilizzati come test in vitro per l’individuazione di nuovi MHB. 
È importante citare l’aumento della crescita miceliale (Garbaye 1994; Brulé et al., 2001) e/o 
della densità ifale (Deveau et al., 2007; Aspray et al., 2013; Labbé et al., 2014), spesso 
ottenuta dai batteri con la produzione di sostanze di cui i funghi sono deficitari (Hildebrandt et 
al., 2006; Deveau et al., 2010). Si è pure osservata una certa capacità di detossicazione da 
composti fenolici derivanti dal metabolismo fungino nel terreno di coltura (Duponnois e 
Garbaye 1990). 
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È stato ipotizzato che gli effetti sopra descritti possano facilitare la formazione del 
complesso micorrizico aumentando la possibilità che il fungo in stato pre-simbiontico venga 
in contatto con l’apparato radicale della pianta ospite (Brulé et al., 2001). 
Lo studio delle micorrize e dei batteri correlati deve quindi essere considerato un 
passaggio fondamentale per arrivare a comprendere appieno i meccanismi implicati nel 
funzionamento dei diversi sistemi terrestri e nella gestione compatibile delle risorse forestali. 
Da questo punto di vista esistono già alcune applicazioni pratiche delle conoscenze finora 
acquisite (Malajczuk et al., 1994). 
La simbiosi ectomicorrizica infatti può essere indotta con successo in sede vivaistica 
mediante l’inoculazione artificiale di una o più specie fungine (Rossi e Montecchio, 2005), 
ma potrebbe essere agevolata con la co-inoculazione di uno o più “helper” batteri. 
Dall’applicazione di queste tecniche produttive nei vivai forestali ci si attende: 
• la riduzione della mortalità conseguente alla “crisi da trapianto”, generalmente 
determinata dal disseccamento o danneggiamento di parte dell’apparato radicale, dal 
brusco cambiamento dell’ambiente fisico-chimico, dal deficit idrico e dall’impatto con 
una nuova microflora terricola; 
• il rapido sviluppo della vegetazione trapiantata che consentirebbe di diminuire le spese 
per contrastare la crescita di piante infestanti; 
• l’anticipazione dei primi interventi di diradamento con produzione commerciabile e 
complessiva riduzione dei tempi di coltivazione; 
• il miglioramento dei risultati degli impianti di protezione od ornamentali in condizioni 
estreme (es. impianti in suoli degradati, inquinati, con un’insufficiente o incostante 
disponibilità di acqua e sostanze nutritive o con presenza di parassiti delle radici); 
• la produzione, a seconda delle specie fungine utilizzate, di carpofori eduli di alto 
valore commerciale (Garbaye et al., 2006); 
• la riduzione dell’uso di fertilizzanti, ad esempio negli impianti di pioppo in regime di 
Short Forestry (Zhao et al., 2014).  
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1.4. IL TUBER BORCHII: VALENZA ECOLOGICA ED ECONOMICA 
Tra le diverse specie fungine ectomicorriziche, alcune specie del genere Tuber sono di 
particolare interesse, oltre che per l’importanza ecologica caratterizzante tutti i funghi 
micorrizici, anche per l’alto valore economico legato alla produzione e al commercio degli 
ascomi per la gastronomia (Hall et al., 2003; Giomaro et al., 2005; Mello et al., 2006). Si 
tratta di ascomiceti micorrizici appartenenti all’ordine Pezizales, diffusi in Europa, Nord-
America e Asia (Bonito et al., 2010), capaci di stabilire una simbiosi mutualistica con le 
radici sia di angiosperme che di gimnosperme (Trappe, 1979). 
Questo genere è naturalmente diffuso nei tre continenti dell’emisfero settentrionale 
(Europa, Nord America e Asia) e comprende tra 180 e 230 specie (Bonito et al., 2010), 29 
delle quali identificate in Europa, Italia compresa (Ceruti et al., 2003). Tra queste, il Tuber 
borchii Vittad. (T. albidum Pico), chiamato comunemente “bianchetto”, è diffuso 
naturalmente in quasi tutte le regioni italiane; ritrovamenti di ascomi di questo tartufo sono 
stati segnalati anche in molti altri paesi europei, quali la Finlandia, l’Irlanda, la Polonia e 
l’Ungheria (Hall et al., 2007). 
A maturità i carpofori assumono una forma a tubero, lobata o gibbosa, raggiungono 
dimensioni di 2-3 cm di diametro, come quelle di una nocciola o poco più, generalmente più 
ridotte rispetto a quelle delle altre specie di tartufi (Bragato, 2006), ed emanano un profumo 
che richiama quello tipico dell’aglio. 
Nei primi stadi di sviluppo la loro superficie può essere pubescente ma diventa liscia a 
maturità e si mostra di un colore variabile tra il biancastro e il fulvo, con macchie scure o 
rossastre. 
Il peridio, o scorza, si mostra liscio e sottile (circa 0,2 mm) formato da cellule sub-
globose o poligonali con dimensioni massime di 20 µm e peli di 3,5-5 µm leggermente 
rastremati verso l’apice. 
La gleba, o polpa, è chiara tendente al fulvo, fino al violaceo-bruno con numerose 
venature, larghe, biancastre e ramose, disposte senza un ordine specifico. Gli aschi, immersi 
in un’abbondante matrice ifale, contengono da 1 a 4 spore. Gli aschi hanno una forma sub-
globosa o elicoidale, non sono peduncolati e misurano circa 80 µm. Le spore sono ellissoidali 
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o subglobose, hanno dimensioni comprese tra 25 e 40 µm, e sono regolarmente alveolate o 
reticolate a piccole maglie (Bragato et al., 2006).). 
Si tratta di una specie dotata di notevole adattabilità ambientale, sviluppandosi dal 
livello del mare fino ai 1000 metri di quota, su svariate tipologie di terreni, da quelli più 
sciolti e sabbiosi delle pinete litoranee, a quelli collinari argillosi, pur preferendoli molto 
drenanti (Gardin, 2005; Raglione, 1997; 2005). Si hanno anche segnalazioni di ritrovamenti di 
carpofori su terreni a reazione acida. Il T. borchii sembra adattarsi sia ai climi caldi e siccitosi, 
sia a quelli freddi e piovosi, purché si trovi in stazioni ben assolate e illuminate, senza 
inversione termica e a ridotta incidenza di nebbia. Generalmente preferisce i boschi ad alto 
fusto di conifere, specialmente del genere Pinus (P. pinea L, P. nigra Arnold e P. pinaster 
Aiton), sia lungo le coste che nei rimboschimenti delle zone interne. È molto diffuso anche 
nei querceti di Quercus pubescens Willd. e Q. ilex L., ma anche Q. suber L. ed altre latifoglie 
come Castanea sativa Mill. (Zambonelli, 1990). Lo si trova anche in alcune specie della 
macchia mediterranea come Arbutus unedo L. (Lancellotti, 2014). Non mancano i siti legati 
ad ambienti antropici, quali i filari di piante lungo le strade e in specie come Alnus cordata 
Loisel (Zambonelli, 1990). 
Per tutti questi ambienti c’è una certa variabilità nella copertura arborea, anche se si può 
affermare che la preferenza è per le zone a scarsa copertura di chiome. Molto spesso la 
produzione di bianchetto si sposta sul margine di un bosco, mentre diminuisce nettamente col 
progredire della chiusura dello stesso. Inoltre, sembra esservi un’importante relazione fra la 
produzione di bianchetto e il taglio del ceduo: la quantità di carpofori e la loro pezzatura si 
eleva notevolmente nei 2-3 anni successivi al taglio, per poi riprendere gradualmente i valori 
normali (Bragato, 2006). 
In Italia, il periodo di fruttificazione è influenzato dal clima: risulta anticipato nelle zone 
a clima mediterraneo (gennaio-marzo) e ritardato in collina e montagna (marzo-aprile). 
Questa ampia adattabilità ecologica ne rende possibile la coltivazione anche in ambienti 
nei quali le altre specie di tartufi più pregiate non sono in grado di svilupparsi (Iotti et al., 
2010), nonostante siano stati ipotizzati importanti cali produttivi per diverse specie di tartufi 
proprio a causa dei mutamenti climatici, tali da poter stravolgere anche le più prudenti 
previsioni produttive (Büntgen et al., 2012). 
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1.4.1 I batteri associati al tartufo bianchetto 
A partire dagli anni ’90, diversi studi microbiologici basati su tecniche di coltivazione 
vitale o su metodiche DNA-dipendenti hanno messo in luce che diverse strutture micorriziche 
(ascomi o tips ifali) sono habitat di diverse specie batteriche (Barbieri et al. 2005, 2007; 
Antony-Babu et al., 2013), lieviti (Buzzini et al., 2005) e funghi filamentosi (Pacioni et al. 
2007). 
Gli ascomi del T. borchii, così come quelli dei funghi ectomicorrizici dello stesso 





 ufc/g p.s. (Citterio et al. 1995; Bedini et al., 1999; Barbieri et al., 2005; 2007; 
Antony-Babu et al., 2014). 
Il gruppo dei batteri coltivabili più rappresentato è quello dei Pseudomonas, in 
particolare P. fluorescens, P. corrugata, P. tolaasi, e i Gram positivi sporigeni, appartenenti 
alla famiglia delle Bacillaceae. Tutti gli isolati del genere Pseudomonas si sono mostrati 
capaci di produrre acido indol-3-acetico (Bedini et al., 1999), la prima molecola isolata del 
gruppo delle auxine (Koegl, 1931). Inoltre P. fluorescens e i alcuni rappresentanti delle 
Bacillaceae degradano agevolmente sia la cellulosa che la chitina, componenti strutturali delle 
pareti ifali, per cui si è suggerito un possibile coinvolgimento degli stessi nell’apertura degli 
aschi e nella germinazione delle spore (Bedini et al., 1999; Nuti e Sbrana; 2013). 
Le tecniche DNA-dipendenti hanno permesso di rilevare in ambienta ascomico vari α-
proteobatteri, γ-proteobatteri e rappresentanti del gruppo dei Bacteroidetes come Bacillus 
subtilis, B. cereus, e Paenibacillus spp. (Barbieri et al., 2001; Barbieri et al. 2005, 2007; 
Bonfante e Anca, 2009) e tra i vitali non coltivabili un rappresentante del complesso 
Cytophaga-Flexibacter-Bacteroides (Barbieri et al. 2002). 
Diversi gruppi batterici producono composti organici solforosi, che contribuiscono al 
tipico aroma (Buzzini et al., 2005). Tuttavia, studi recenti hanno mostrato che i batteri 
associati all’ascoma del T. borchii sono tra i responsabili del tipico odore, utile ad attrarre 
mammiferi e particolarmente apprezzato dall’olfatto umano (Splivallo e Maier, 2010; 
Splivallo et al., 2011; Splivallo et al., 2015a) producendo alcuni derivati del tiofene a partire 
da estratti ascomici (Splivallo et al. 2015b). 
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2. OBIETTIVI DELLA RICERCA 
Considerando il principio ecologico secondo il quale l’ambiente seleziona ed orienta le 
attività dei microrganismi (Winogradsky, 1949), è di particolare importanza conoscere e 
valutare i fattori che caratterizzano un ecosistema ed i vegetali in esso presenti. In base a 
questo principio infatti, non sono solo le caratteristiche genetiche dei microrganismi, ma 
anche l’insieme delle condizioni ambientali a determinare, da un lato, la presenza, lo sviluppo 
e l’attività di una specie microbica piuttosto che di un’altra e, dall’altro la vitalità o lo stato di 
latenza e il numero degli individui. Le relazioni che si instaurano tra le differenti popolazioni 
presenti in un ecosistema, derivano quindi sia da fattori ambientali sia dalle condizioni fisico-
chimiche del mezzo in cui viene a collocarsi una comunità microbica. La loro definizione, 
pertanto, non potrà prescindere da un’attenta acquisizione preliminare di tali conoscenze a 
valenza stazionale. 
Con queste premesse sono state impostate delle ricerche con l’intento di apportare un 
contributo di conoscenza riguardo tra la comunità batterica terricola dei suoli tartufigeni e la 
simbiosi micorrizica tra Quercus ilex L. e Tuber borchii (Tartufo bianchetto) in differenti 
condizioni pedologiche di due realtà forestali della Sardegna. 
Lo studio mira, in particolare, a rilevare la componente batterica del suolo e quella 
infeudata negli ascomi del T. borchii, in due leccete sviluppatesi su suoli a diversa matrice 
rocciosa con caratteristiche chimico-fisiche diverse, e valutarne le eventuali differenze quanti-
qualitative tra i siti di campionamento. 
Nella fattispecie, questa ricerca è stata indirizzata a: 
 rilevare le principali caratteristiche fisico-chimiche di suoli di differente origine 
situati in aree forestali della Sardegna in cui proliferano consorzi micorrizici di 
T. borchii e piante di Q. ilex; 
 caratterizzare sotto il profilo tassonomico e metabolico la comunità batterica 
instauratasi negli stessi suoli tartufigeni e negli ascomi del T.borchii. 
La scelta di questa particolare simbiosi deriva in parte dalla sua indubbia importanza 
economica, e in parte dalla considerazione che il leccio in Sardegna rappresenta la 
vegetazione climacica principale. I boschi di leccio si estendono infatti su ben 247.335 ha, 
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pari al 42,4% dell’intera superficie boscata della regione, escludendo peraltro da questa 
valutazione i boschi in cui predomina la consociazione con la macchia mediterranea (Tab. 2). 




Coeff. di boscosità 
(%) 
Boschi di conifere 48,870
 
8,38% 
Boschi di latifoglie 499.447 85,60% 
di cui Leccete 247.335 42,4% 
Arboricoltura da legno 25.567 4,38% 
Totale superficie a bosco
(1)
 583.472 100% 
Altre terre boscate
(1)
 629.778 100% 
Superficie forestale totale 1.213.250 100% 
(1)
 definizione fornita dalle Prescrizioni di massima di polizia forestale RAS - 2006 
 
Di seguito, dopo aver illustrato più in dettaglio le metodiche applicate per svolgere le 
ricerche, si riportano e commentano i principali risultati conseguiti. 
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3. MATERIALI E METODI 
Il lavoro di ricerca è stato sviluppato in 3 fasi, riportate sinteticamente di seguito. 
Fase 1: Indagini in bosco per il prelievo di campioni. Sono state svolte in 2 aree 
forestali della Regione, popolate da piante di leccio che insistono su suoli tartufigeni sia acidi 
che alcalini. In ciascuna area sono stati prelevati: 
 campioni di suolo da sottoporre ad analisi chimiche;  
 campioni di suolo da sottoporre ad analisi microbiologiche, suddivisi in:  
o campioni di suolo forestale (Bulk soil);  
o campioni di suolo ascomico (Ascocarpic soil);  
o campioni di suolo ectomicorrizico (Mycorrhizal soil).  
 campioni di ascomi di T. borchii con l’ausilio di cani da tartufo. 
Fase 2: indagini in laboratorio per analisi chimiche dei campioni di suolo. Le 
analisi, indirizzate ad individuare le principali caratteristiche fisico-chimiche del suolo 
forestale tartufigeno, ci hanno consentito di enucleare le caratteristiche che deve avere un 
suolo per ospitare il T.borchii. In particolare sono stati rilevati i parametri di tessitura, pH, 
conducibilità, capacità di scambio cationico, sostanza organica e le concentrazioni di azoto, 
fosforo, potassio, ferro e calcare (attivo e totale). 
Fase 3: indagini metaboliche e tassonomiche di comunità batteriche: Sono state 
finalizzate alla caratterizzazione della comunità batterica presente nelle due aree d’indagine. 
In particolare, da tutti i campioni sopracitati si è proceduto all'estrazione, all'isolamento e alla 
purificazione di una selezione casuale di batteri. -gli isolati derivanti dai due Bulk soils sono 
stati identificati con tecniche genetiche che prevedono il sequenziamento del rDNA della 
regione 16S ribosomiale, mentre gli isolati ottenuti dagli ascomi sono stati identificati e 
caratterizzati metabolicamente con l’uso di piastre metaboliche Gen III™ Biolog® (Biolog® 
Inc., Hayward, CA, USA)
 







Inc., Hayward, CA, USA), sono state testate metabolicamente le comunità microbiche dei due 
suoli, al fine di valutarne la biodiversità, l’impronta metabolica e i principali composti chimici 
utilizzati. 
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3.1. AREA DI STUDIO 
Le indagini sono state effettuate in Sardegna in due aree boscate a Quercus ilex ubicate 
nella parte settentrionale e in quella centrale dell’Isola: rispettivamente in località “San 
Santino”, situata a 454 m s.l.m. in agro del Comune di Sant’Antonio di Gallura (OT) – di 
seguito indicata con l’acronimo (SAG) – e in località “Santa Sofia” situata a 710 m s.l.m. in 
agro del Comune di Laconi (OR) – di seguito indicata con l’acronimo (LSF) – già nota per 
essere particolarmente vocata alla coltivazione dei tartufi (Boni et al., 1993). Ciascuna di 
queste aree è stata opportunamente geo-referenziata e caratterizzata sotto il profilo climatico, 
pedologico e vegetazionale (Tab. 3; Figg. 2, 3). 
Tabella 3: Ubicazione delle due aree di indagine in Sardegna. 







Sant’Antonio di Gallura 
(loc. San Santino) 
40° 59' 7.46" N 




(loc. Santa Sofia) 
39° 51' 18.07" N 
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Figura 2: Aspetto della vegetazione nell’area d’indagine SAG in loc. “San Santino”. 
 
Figura 3: Aspetto della vegetazione nell’area d’indagine LFS in loc. “Santa Sofia”. 
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3.1.1. Inquadramento climatico 
Per Arrigoni (1968), entrambe le aree rientrano nell’orizzonte delle foreste mesofile di 
Quercus ilex L., caratterizzate da un clima tipicamente bistagionale, a “regime pluviometrico 
mediterraneo”, con inverno sub-umido e moderatamente freddo ed estati calde e molto aride. 
In accordo con Köppen e Geiger (1930), il clima delle due aree è classificabile come Csb. 
Tuttavia, dall’osservazione dei dati disponibili si osservano alcune differenze 
microclimatiche rilevanti (Tab. 4). Difatti, l’area di Sant'Antonio di Gallura è soggetta ad un 
clima caldo e temperato, con una temperatura media di 14,7°C, ed una piovosità media 
annuale di 618 mm, mentre nell’area di Laconi si sono rilevati una temperatura media di 
13,9°C e 714 mm di piovosità media annuale. Anche in considerazione della differenza di 
quota, stabilita in circa 400 m, nel sito gallurese il mese più freddo è gennaio, con una 
temperatura media di 8,1°C, mentre nell’altipiano del Sarcidano durante lo stesso mese si 
hanno 6,8°C. Per entrambe le aree il mese più caldo dell'anno è agosto, con una temperatura 
media di 22°C. 
 
Figura 4: Grafico termo-pluviometrico delle aree di indagine 
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Notevole anche la differenza tra le precipitazioni del mese più secco e quelle del mese più 
piovoso: 81 mm per il sito SAG e 104 mm per il sito LSF. Tale differenza è dovuta ad una 
maggiore piovosità invernale: così se nel sito gallurese, nel mese di dicembre è caduta la 
maggior parte delle precipitazioni, con una media di 89 mm, nell’altipiano di Laconi si è 
arrivati invece a 112 mm. 
Un sunto delle differenze climatiche tra i due siti è visibile nel grafico termo-
pluviometrico di nostra elaborazione, basato sui dati termo pluviometrici (1982 - 2012) 
disponibili su Climate-Data.org (Figura 4). 
3.1.2.Inquadramento geo-pedologico 
Secondo quanto riportato nella Carta Pedologica della Sardegna (Aru et al., 1991) l’area 
di Sant’Antonio di Gallura è caratterizzata da rocce intrusive del paleozoico, i cui suoli 
predominanti sono definiti come Eutric, Dystic and Litic Leptosols Eutritic and Dystrict 
Cambisols, Rock outcrop (FAO classification, 1988), mentre il territorio di Laconi-Santa 
Sofia è posto su dolomie del mesozoico, le quali hanno generato suoli classificabili come 
Euritic and lithic Leptosoil e Chromic Cambisols Rock outcrop (FAO classification, 1988). 
Entrambi i siti presentano un’elevata rocciosità e pietrosità superficiale su suolo poco 
profondo, mediamente attorno ai 25-30 cm, con uno spesso strato di lettiera composta in 
maggioranza da foglie di leccio in fase di decomposizione, e per il resto da una rada e bassa 
cotica erbosa. 
3.1.3. Inquadramento vegetazionale 
Secondo i dati presenti nel Piano Forestale Ambientale Regionale (PFAR) redatto dalla 
Regione Sardegna nel 2007 (RAS, 2007), il territorio di Sant’Antonio di Gallura ricade 
all’interno di un distretto siliceo costiero-collinare, in cui le cenosi forestali sono 
rappresentate prevalentemente da formazioni a sclerofille sempreverdi a dominanza di 
sughera e di leccio (Arrigoni, 1983). In particolare, il sito di indagine SAG viene inquadrato 
nella serie sarda, calcifuga, mesomediterranea della sughera SA 20 (Violo dehnhardtii – 
Quercetum suberis) in cui il mesobosco risulta dominato da Q. suber, altre querce 
caducifoglie e consociate a Hedera helix L., mentre il sottobosco è caratterizzato dalla 
presenza di Arbutus unedo L., Crataegus monogyna Jacq., Erica arborea L. e Pyrus spinosa 
Forssk.. Tuttavia, a causa delle passate utilizzazioni forestali (ceduo in evoluzione a fustaia), 
il soprassuolo del punto di campionamento risulta esclusivamente ricoperto da un unico 
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orizzonte dominante di Q. ilex, mentre il ridottissimo strato arbustivo consta di una 
consociazione di Arbutus unedo, Hedera helix, Pistacia lentiscus L. e Ruscus aculeatus L. 
Sempre dal PFAR, si evince che il territorio di Laconi è interessato dalla serie sarda, 
calcicola, termo-mesomediterranea del leccio SA 15 (Prasio majoris-Quercetum ilicis 
quercetosum virgilianae) in cui la caratterizzazione floristica dello stadio maturo presenta 
micro- mesoboschi climatofili a Q. ilex e Quercus virgiliana (Ten.) Ten., mentre nello strato 
arbustivo sono presenti Arbutus unedo, Crataegus monogyna, Osyris alba L., Pistacia 
lentiscus, Rhamnus alaternus L. e Viburnum tinus L. Tuttavia, nell’esatto punto di 
campionamento LSF, a causa dell’attuale governo a ceduo, oltre ai polloni di leccio si è 
osservato un sottobosco composto da Arbutus unedo, Juniperus communis. Pistacia lentiscus 
e Ruscus aculeatus. 
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3.2. MODALITÀ DI PRELIEVO E PREPARAZIONE DELLE ANALISI 
Nelle due aree descritte in precedenza, a marzo 2015 sono stati raccolti con l’ausilio di 
due cani da tartufo, 10 ascomi di T. borchii (6 nel sito di Santa Sofia e 4 in quello di 
Sant’Antonio di Gallura) e il suolo aderente agli stessi (Ascocarpic soil), utilizzando 
strumenti di raccolta precedentemente sterilizzati e provette di prolipopilene da 50 mL sterili.  
Inoltre, in ciascun’area sono stati prelevati campioni di suolo forestale (Bulk soil) non 
direttamente associato agli ascomi, ma comunque in prossimità dell’apparato radicale delle 
piante di leccio. Questi campioni sono stati raccolti in 4 buche per area, realizzate ad una 
profondità compresa tra 5 e 25 cm, previa asportazione della cotica erbosa e della lettiera in 
degradazione. In particolare, il suolo smosso delle buche è stato diviso in due frazioni, una 
delle quali è stata setacciata per rimuoverne lo scheletro (diametro > 2 mm). Entrambi i 
campioni ottenuti (circa 300 g ognuno – uno setacciato e l’altro integro), sono stati posti 
all’interno di 2 differenti sacchetti sterili. 
Durante il trasporto dal sito di prelievo al laboratorio, i campioni sono stati conservati in 
un contenitore termico ad una temperatura di circa 4°C al fine di preservarne l'integrità, 
rallentare il metabolismo dei batteri e tenere costante l’umidità.  
In laboratorio gli ascomi sono stati dapprima ripuliti in ambiente asettico con un leggero 
spazzolamento superficiale e identificati per via morfologica. Il suolo ascomico è stato 
separato e raccolto a parte, mentre gli ascomi sono stati spezzati a metà utilizzando delle 
pinze sterili. Si è preferito evitare il taglio degli ascomi con un bisturi al fine di scongiurare 
possibili contaminazioni batteriche.  
Successivamente, porzioni di peridio e gleba del peso di 0,2 g (peso fresco) sono state 
prelevate da ciascun ascoma e conservate separatamente in criotubi contenenti 1,8 mL di 
soluzione di glicerolo al 20% (v/v). Nel contempo, i campioni di suolo sono stati 
omogeneizzati separatamente in piastre Petri sterili, e ognuno di essi è stato frazionato in 4 
sub-campioni di 0,2 g e posto in criotubi contenenti 1 mL di soluzione di glicerolo al 20%. 
Infine, tutti i criotubi, una volta eseguito un passaggio su Vortex al fine di omogeneizzarne il 
contenuto, sono stati conservati a -80°C.  
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I campioni così ottenuti sono stati denominati in funzione della loro provenienza e 
tipologia come segue: Granitic Soil Bulk (GSB), Granitic Soil Ascocarp (GSA), Granitic 
Ascocarp Peridium (GAP), Granitic Ascocarp Gleba (GAG), Calcareous Soil Bulk (CSB), 
Calcareous Soil Ascocarp (CSA), Calcareous Ascocarp Peridium (CAP) e Calcareous 
Ascocarp Gleba (CAG). La sigla di ciascun campione è stata poi completata con un numero 
progressivo per indicarne l’ordine cronologico di raccolta.  
Tutte le operazioni sopradescritte sono state eseguite entro 24 ore dal prelievo dei 
campioni in bosco. 
3.2.1. Estrazione ed isolamento di batteri 
L’isolamento batterico da tutti i campioni è stato effettuato su Tryptic Soy Agar (TSA), 
un terreno di coltura universale premiscelato, utilizzato per le conte totali e gli isolamenti di 
microrganismi da matrici ambientali. Tale terreno è composto da Tryptic Soy Broth (TSB) 
contenente digerito pancreatico di caseina 1,45%, peptone di soia 0,48%, cloruro di sodio 
0,48% (AES Laboratoire Italia s.r.l., Noventa Padovana, Padova, Italia), agarizzato con 15 
g/L di Agar tecnico (OXOID, Hampshire, England). Il TSB è stato utilizzato con una 
concentrazione pari al 10% di quella normalmente prescritta al fine di rallentare la crescita 
batterica e permettere di ottenere colonie ben separate. 
Allo scopo di eseguire le conte batteriche (Cavalli-Sforza, 1966), le 4 repliche di ogni 
tipologia di campione sono state omogeneizzate in tubi da 50 mL con l’utilizzo di un Vortex 
per 5 min. Successivamente sono state eseguite le diluizioni seriali sino alla 10
-5
, piastrate in 3 
repliche ed incubate in aerobiosi per 96 ore a 25°C. La conta delle colonie è stata effettuata 
sia dopo 48 ore, sia dopo 96 ore, allo scopo di rilevare anche i microrganismi a crescita lenta. 
Per ottenere le colture pure necessarie allo svolgimento delle analisi identificative, dalle 
stesse piastre di conta sono stati effettuati dei campionamenti casuali delle colonie che poi 
venivano purificate mediante strisciamento per 3 volte ad intervalli di 96 ore. 
In totale sono stati ottenuti 368 isolati purificati e conservati a -80°C in criotubi 
contenenti 1,8 mL di soluzione di glicerolo al 20% (v/v) (Tab. 4). 
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Tabella 4: Provenienza e numero degli isolati batterici ottenuti 




GSA 4 44 
GAP 4 44 
GAG 4 44 
Campioni Sant’Antonio di Gallura – Totale Isolati batterici 176 
CSB 6 48 
CSA 6 48 
CAP 6 48 
CAG 6 48 
Campioni Laconi– Totale Isolati batterici 192 
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3.3. ANALISI CHIMICHE DEI CAMPIONI DI SUOLO 
Su ogni campione di suolo proveniente dai siti indagati sono stati determinati i valori di 
tessitura, pH, conducibilità elettrica, sostanza organica, capacità di scambio cationico, e quelli 
di concentrazione dei macronutrienti (azoto, fosforo, potassio) e di ferro e calcare (attivo e 
totale). 
Le metodiche delle analisi chimiche, di cui si riportano di seguito le parti salienti, sono 
reperibili in modo completo su “Metodi di analisi chimica del suolo” a cura di Pietro Violante 
(2000). 
3.3.1. pH e conduttività elettrica 
La determinazione del pH per via potenziometrica è stata condotta su suolo essiccato 
all’aria e privato dello scheletro, utilizzando un pH-metro con elettrodo di vetro (Hanna 
Instruments HI 9321). Sono stati pesati 10 g di terra fina in un contenitore da 50 mL, quindi 
sono stati aggiunti 25 mL di H2O (rapporto suolo/H2O = 1/2,5). 
Il campione è stato tenuto in agitazione per almeno 2 ore e quindi lasciato sedimentare 
per alcuni minuti, dopodiché si è introdotto l’elettrodo nel surnatante per rilevare il valore di 
pH. 
Ai fini della misurazione della conduttività elettrica si è optato per la determinazione 
diretta (strumentale) in estratto 2:1 acquoso del suolo. In un matraccio conico di Erlenmeyer 
da 500 mL sono stati diluiti 100 g del campione di terra fine in 200 mL di H2O. La soluzione 
quindi è stata posta in agitazione meccanica per 15 minuti in agitatore orbitante (Modello 
4518 Forma Scientific, Inc.) a 250 rpm e lasciata poi a riposo per 12 h. Successivamente, 
dopo aver filtrato la soluzione in carta Whatman n° 42, è stata misurata la conduttività 
elettrica utilizzando un’apparecchiatura (WTW 1F10-220 Inolab Level 1 Multiparameter 
Meter) che fornisce direttamente i valori di conduttività in milliSiemens riportati a 25°C. 
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3.3.2. Tessitura del suolo 
Per la determinazione della quantità di frazioni granulometriche di maggior diametro 
(scheletro e sabbia grossa), è stato eseguito un setacciamento meccanico di 500 g di suolo, 
utilizzando dei setacci sovrapposti, con maglie di 2 mm e 0,2 mm. Per la determinazione delle 
frazioni granulometriche inferiori si è utilizzato il metodo della pipetta il quale si basa sul 
prelievo della sospensione di particelle con diametro inferiore a 200 μm a diverse altezze ed a 
tempi prestabiliti, ricavabile dalla legge di Stokes in cui si sostituisce la velocità (v) con il 
rapporto spazio diviso tempo (h/t). 
Per avere una massa sufficiente delle diverse particelle con diametro inferiore a 2000 
μm, sono stati utilizzati 50 g di terra fine con aggiunta di 10 mL di una soluzione di sodio 
esametafosfato e sodio carbonato (250 mL H2O + 40 g di [(NaPO3)6] + 10 g di Na2CO3 x 
H2O), dei quali è stata determinata l’esatta concentrazione. Successivamente alla dispersione 
chimico-fisica e fisica, la sospensione è stata trasferita nel sedimentatore (cilindro da 1000 
mL), facendola passare per un setaccio a maglie da 200 μm. Si è quindi eseguito un lavaggio 
con acqua (precedentemente portata alla temperatura alla quale deve avvenire la 
sedimentazione), che veniva aggiunta al cilindro sempre tramite il setaccio. Raggiunto il 
giusto grado di limpidezza delle acque di lavaggio, il materiale rimanente è stato trasferito in 
un pesafiltro di vetro, previa evaporazione a bagnomaria ed essiccatura in stufa a 105°C. Il 
tutto quindi è stato pesato ad avvenuto raffreddamento e la massa è stata registrata. La 
sospensione raccolta nel cilindro è stata portata al volume di 1000 mL con H2O ed agitata in 
bagno termostatato o in ambiente termostatato (20°C). 
Per ogni frazione di particelle, nel rispetto dei tempi riportati come segue:  
Dimensione dei sedimenti Tempo di sedimentazione Profondità di prelievo 
< 50 µm 1 min 55 sec 25 cm 
< 20 µm 4 min 48 sec 10 cm 
< 2 µm 8 h 10 cm 
< 2 µm 4 h 5 cm 
sono stati prelevati con una pipetta 5 mL di sospensione, poi trasferiti in una capsula tarata. 
A seguito dell’evaporazione dell'acqua a bagnomaria e dell’essicazione in stufa a 
105°C, la capsula è stata fatta raffreddare in essiccatore e poi pesata. 
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Dal peso, con gli opportuni aggiustamenti (Violante, 2000), si è ricavata la quantità 
espressa in g/kg di suolo delle diverse frazioni di particelle. 
3.3.3. Contenuto e qualità della sostanza organica  
L’estrazione delle sostanze umiche è stata effettuata con pirofosfato di sodio 0,05M 
tamponato a pH 9 (forza ionica 0,5M). La determinazione del carbonio umico è stata eseguita 
con il metodo del bicromato di potassio (Violante, 2000). 
Metodica di determinazione dell’humus totale. In una beuta contenente 100 mL di 
pirofosfato di sodio 0,05M è stato introdotto 1 g di terra fine, poi posto in agitazione per 14 h. 
Successivamente, si è proceduto a centrifugare la soluzione ed accantonare il surnatante, 
mentre il residuo è stato sospeso nuovamente nella soluzione estraente. Questa operazione è 
stata ripetuta per 2 volte con le stesse modalità al fine di ottenere un’estrazione completa. 
I 3 estratti ottenuti sono quindi stati riuniti per procedere alla determinazione del 
carbonio umico. A tale scopo sono stati prelevati 20 mL di estratto totale e posti in un pallone 
da 250 mL, contenete 10 mL di K2Cr2O7 (1N) e 20 mL di H2SO4 concentrato e portato 
all’ebollizione. Non prima di averla opportunamente lasciata raffreddare, la soluzione è stata 
diluita con 100 mL di H2O distillata; quindi è stata eseguita la titolazione del bicromato in 
eccesso a freddo con sale di Mohr 0,5N in presenza di indicatore o-fenantrolina (2 gocce) fino 
a viraggio da verde a rosso persistente. Contemporaneamente sono state eseguite 2 prove in 
bianco. Il contenuto di humus totale è stato calcolato con la formula di Walkley e Black 
(1934). 
Metodica di determinazione delle frazioni umiche e fulviche: in un matraccio da 50 
mL sono stati introdotti 40 mL di estratto e 4 mL di H2SO4 concentrato. Dopo circa 2 h, il 
contenuto è stato travasato in una cuvetta e centrifugato per 5 min a 5000 giri/min. Sono 
quindi stati prelevati 25 mL di surnatante ed è stata determinata la frazione di carbonio 
organico (fulvico) mediante ossidazione con K2Cr2O7 (1N), titolato come descritto in 
precedenza. Dal risultato della titolazione, la determinazione della quantità percentuale degli 
acidi fulvici sulla sostanza umica totale è stata calcolata con le apposite formule, mentre la 
quantità di acidi umici è stata ottenuta per differenza sul totale della sostanza organica rilevata 
(Violante, 2000).  
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Sono stati calcolati inoltre: 
 grado di umificazione (DH), parametro quali-quantitativo che fornisce 
informazioni sul contenuto percentuale in sostanze umiche relativamente alla 
frazione estraibile (Ciavatta et al., 1990). DH oscilla tra 0 e 100, e tanto più è 
elevato tanto più è elevata l’attitudine del suolo a umificare i materiali organici 
disponibili. 
 indice di umificazione (HI), infine, è un parametro adimensionale proposto da 
(Sequi et al., 1986), che indica il rapporto tra la sostanza organica estratta non 
umificata e quella umificata. L’indice oscilla tra 0 e 1 ed è tanto più basso 
quanto più i processi di umificazione prevalgono su quelli di mineralizzazione. 
3.3.4. Contenuto in fosforo, potassio, ferro, carbonio e azoto 
Per la determinazione di questi elementi è stata utilizzata la metodica che prevede la 
mineralizzazione parziale dei composti contenenti potassio con l’impiego dell’acido solforico, 
perossido di idrogeno e acido fluoridrico. In particolare, 0,5 g di terra fine setacciata a 0,2 mm 
e macinata in mortaio, è stata posta in un contenitore in teflon da 100 mL, quindi sono stati 
aggiunti 5mL di acido solforico (96%) e in seguito ad una leggera e breve agitazione, sono 
stati addizionati 3,5 mL di perossido di idrogeno (30%); ad ossidazione avvenuta, sono stati 
aggiunti 1,5 mL di acido fluoridrico (50%). La soluzione è stata quindi riscaldata a 70°C per 
12 min e, una volta raffreddata, è stata portata a volume con H2O, omogeneizzata e filtrata su 
carta Whatman n° 42. Sono state preparare anche diverse prove bianche. La soluzione 
ottenuta dalla preparazione del campione è stata quindi divisa in 3 frazioni che sono state 
analizzate separatamente per rilevare i quantitativi, espressi in mg/kg, dei tre elementi: 
 fosforo: il contenuto in fosforo è stato determinato per via spettofotrometrica 
UV visibile (UV/vis Spectrometer Lambda Bio 20 – Perkin Elmer Inc. – U.S. 
Instrumental division Norwalk, USA) (Violante, 2000).  
 potassio e ferro: il contenuto in potassio e ferro è stato determinato per via 
spettrofotometrica ad assorbimento atomico (AA Spectrometer 3300 –Perkin 
Elmer Inc. – U.S. Instrumental division Norwalk, USA). 
Per la determinazione del contenuto in carbonio e azoto è stato utilizzato un analizzatore 
elementare (CN628 Leco Corporation – Saint Joseph, Michigan USA) che consente l'analisi 
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automatica dei campioni (metodiche e utilizzo dello strumento in https://it.leco-
europe.com/product/chn628-series/). 
3.3.6. Calcare attivo e calcare totale 
Il calcare totale è stato determinato tramite calcimetro di Dietrich-Frühling e tecnica 
gas-volumetrica della CO2 svolta trattando un campione di terra fine con acido cloridrico. Nel 
contenitore del calcimetro è stato trasferito 1 g di campione di terra fine, seccato all'aria e 
setacciato insieme ad una provetta di plastica contenente 10 mL di soluzione diluita di HCl 
(1:1 v/v). Una volta impostato il calcimetro, è stata fatta sviluppare la CO2 inclinando il 
contenitore in modo che l'HCl, fuoriuscendo dalla provetta di plastica, venisse a contatto col 
campione. A completo sviluppo della CO2 (indicativamente 1-3 minuti) è stato misurato il 
volume sviluppato ed applicata la formula espressa nella metodica (Violante, 2000). 
Per convenzione, il contenuto di calcare attivo viene determinato facendo reagire a 
freddo un campione di terra fine con un eccesso di soluzione di ammonio ossalato. La 
quantità di ammonio ossalato che non ha reagito viene valutata per titolazione con soluzione 
di potassio permanganato. Perciò in un matraccio tarato da 250 mL sono stati trasferiti 10 g 
del campione di terra fine per portatili a volume con una soluzione di ammonio ossalato (0,1 
moli/L); dopo 2 h di agitazione la sospensione è stata filtrata. Quindi sono stati prelevati 10 
mL del filtrato e posti in matraccio conico di Erlenmeyer da 250 mL al quale sono stati 
aggiunti 15 mL di soluzione di acido solforico (1:10 v/v) e 70 mL di H2O. È stata poi eseguita 
la titolazione a caldo (80°C) con la soluzione di KMnO4 fino ad ottenere colorazione rosa 
persistente. 
3.3.7. Capacità di scambio cationico 
Per la determinazione della capacità di scambio cationico (CSC) è stata utilizzata la 
metodica che prevede la saturazione del campione con cloruro di bario a pH 8,2 e della 
trietanolammina (ISO 11260). Sono stati posti 2 g di terra fina in un tubo da centrifuga e, una 
volta registrato il peso lordo, sono stati aggiunti 25 mL di soluzione di bario cloruro (BaCl2 x 
2H2O) a pH 8,2 e il tutto è stato posto in agitazione per 1 h. 
Successivamente è stata eseguita una centrifugazione a 3000 rmp e la soluzione 
risultante è stata trasferita in un matraccio da 100 mL. Questa operazione è stata ripetuta per 3 
volte in totale. Quindi il tutto è stato portato a volume con la stessa soluzione di bario, 
  
DR. GIOVANNI RAGAGLIA – Studi sulla diversità della comunità batterica associata alla simbiosi ectomicorrizica 
tra Tuber borchii e Quercus ilex in differenti ecosistemi forestali della Sardegna 
 
Università degli Studi di Sassari – Tesi di Dottorato in Scienze Agrarie 
Curriculum: Monitoraggio e controllo degli ecosistemi agrari e forestali in ambiente mediterraneo – XXX ciclo 
Pag. 35 
misurandone l’acidità totale. Il campione è stato poi lavato con 30 mL di H2O e una volta 
centrifugato, si è registrato nuovamente il peso lordo. Sono stati aggiunti 25 mL di soluzione 
di magnesio solfato e il tutto è stato posto in agitazione sino alla dispersione completa del 
campione (5 min), poi centrifugata. A 10 mL della soluzione così ottenuta sono stati aggiunti 
100 mL di H2O e 10 mL di una soluzione tampone a pH 10, più una piccola quantità di 
indicatore. È stata inoltre preparata una prova in bianco. 
Infine è stata eseguita la titolazione del campione e della prova in bianco con una 
soluzione di EDTA sino ad ottenere un viraggio in tonalità azzurra. La CSC è stata espressa in 
cmol/kg applicando le formule riportate in metodica (Violante, 2000). 
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3.4. ANALISI DELL’IMPRONTA METABOLICA DELLE COMUNITÀ 
MICROBICHE 
Per l’analisi dell’impronta metabolica delle comunità microbiche del suolo è stata 
utilizzata una piastra metabolica Ecoplate
TM
 contenente 31 (32 con il pozzetto di controllo) 
substrati diversi ripetuti tre volte per ogni piastra: in base a precedenti ricerche ed 
osservazioni (Burkhardt et al., 1993; Haack et al., 1995; Hitzl et al., 1997) questi substrati 
sono parsi i più efficienti al fine di caratterizzare l’attività delle comunità microbiche estratte 
da matrici ambientali (Fig. 5). 
 
 
Figura 5: Fonti di carbonio presenti in micropiastra Biolog® Ecoplates™ 
Su ciascun substrato si possono sviluppare una o più specie di microrganismi, in grado 
di utilizzare quell’unica fonte di carbonio presente. La colorazione di ciascun pozzetto, dovuta 
alla riduzione dei sali di tetrazolio in formanzano, è quindi il frutto dell’attività metabolica 
della comunità presente nella matrice naturale. I pozzetti non colorati, indicano l’assenza nel 
campione e presumibilmente nella comunità, di specie in grado di utilizzare quel particolare 
substrato. 
La densità dell’inoculo ha un’enorme importanza nel definire la velocità e la cinetica di 
colorazione dei pozzetti: in ogni pozzetto infatti si innescano fenomeni di competizione per il 
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substrato fra microrganismi caratterizzati da velocità di crescita differenti. Soprattutto nei 
pozzetti contenenti substrati utilizzabili da un’ampia gamma di microrganismi il colore si 
sviluppa molto rapidamente, mentre nei substrati di difficile degradazione i tempi di 
colorazione potrebbero essere più lunghi perché determinati dalla crescita di microrganismi 
con un metabolismo specifico, ma più lento. A tal proposito va sottolineato che gli studi di 
ecologia microbica e le osservazioni fatte sui meccanismi di competizione per lo spazio e per 
il substrato nelle piastre Petri valgono in una certa misura anche per i pozzetti delle piastre 
Biolog
®
. I microrganismi caratterizzati da una strategia di sviluppo di tipo “r” (Boyce, 1984) - 
pertanto aggressivi e veloci nel colonizzare il substrato - sono quelli che determinano nella 
maggior parte dei casi l’impronta metabolica della comunità studiata. La presenza dei 
microrganismi a selezione “k”, spesso dotati di enzimi specifici per substrati rari ma al 
contempo caratterizzati da una scarsa competitività ed una crescita lenta, possono contribuire 
alla colorazione dei pozzetti della piastra soltanto in tempi lunghi e/o in assenza di specie “r”. 
Le piastre Biolog
®
 contengono fonti di carbonio comunemente ritrovate negli essudati 
radicali delle piante, quindi il loro uso è ecologicamente più indicato per caratterizzare la 
comunità microbica rizosferica (Campbell et al., 1997). 
3.4.1. Protocollo di inoculo e incubazione di piastre Ecoplates
TM
 
Le cellule microbiche sono state estratte dai 2 campioni di suolo prelevati in campo, 
preventivamente setacciati. 
In una beuta da 500 mL contenente 180 mL di soluzione di Ringer (Ringer solution 
tablets, OXOID, Hampshire, England) sono stati aggiunti, in condizioni di sterilità, 20 g del 
campione, per costituire una diluizione 1:10 di suolo. La sospensione è stata messa ad agitare 
per 30 min in un agitatore orbitante (Modello 4518 Forma Scientific, Inc.) a 250 rpm. Il 
numero dei microrganismi totali presenti è stato poi standardizzato (approssimativamente 104 
ufc/mL) attraverso la centrifugazione: 20 mL di questa sospensione microbica sono stati 
distribuiti in 4 provette da centrifuga dispensando in ognuna di esse 5 mL. La centrifugazione 
è stata effettuata per 5 min a 2000 rpm, e da ogni provetta sono stati recuperati 4 mL del 
surnatante (16 mL in totale) che sono stati utilizzati per l’inoculo delle EcoplatesTM. 
Dopo la centrifugazione è stata effettuata la conta microbica (ufc/mL) del surnatante che 
andava a costituire l’inoculo delle EcoplatesTM su piastre Petri contenente TSA. 
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 sono state inoculate in ragione di 100 µL per pozzetto e lette al 
tempo zero (subito dopo la semina) dopodiché sono state incubate a 28°C per 168 h. Le 
informazioni che si possono ottenere dalla lettura delle piastre sono molteplici ed i tempi e le 
modalità d’incubazione possono cambiare sensibilmente secondo le necessità; in generale per 
inoculi con elevata densità o preparati da matrici con elevata attività microbica, può essere 
sufficiente un’incubazione di poche ore per ottenere l’idonea colorazione dei pozzetti. Se lo 
scopo dell’analisi è la valutazione delle cinetiche di colorazione è necessario effettuare più 
letture, possibilmente ad intervalli regolari nel tempo. 
La frequenza ed il numero di osservazioni sono funzione dell’accuratezza richiesta e 
della rapidità del processo. Le letture della densità ottica sono state eseguite per mezzo di un 
lettore per micropiastre (Emax) a 590 nm ed a 750 nm. Le misure sono state effettuate una 
prima volta dopo l’inoculo (come detto in precedenza, ovvero al tempo zero) quindi ogni 24 h 
per otto giorni (168 h). 
Dall’elaborazione delle letture ottenute sono stati calcolati: 
 Valore medio di colorazione dei pozzetti (AWCD): si tratta di una misura di 
attività totale, che riassume per ogni piastra e per ciascun tempo di incubazione, 
la risposta metabolica dei microrganismi (Garland e Mills, 1991); 
 Diversità funzionale (H’): quest’indice restituisce una misura della biodiversità 
di un ecosistema ed è stato utilizzato per la caratterizzazione della diversità 
funzionale. Tiene conto sia del numero di substrati utilizzati, che del loro 
diverso grado di utilizzazione (non tiene però conto del tipo di substrato 
utilizzato) (Zak et al., 1994); 
 Richness: è un indice di diversità funzionale, che tiene conto esclusivamente del 
numero dei differenti substrati utilizzati da una comunità microbica. Si tratta di 
un indice che possiede una dimensione temporale poiché durante l’incubazione, 
il numero di pozzetti che man mano si colora può aumentare (Zak et al., 1994); 
 Utilizzo dei diversi substrati: valuta le diverse tipologie di substrato utilizzato 
riunite per macro-categorie: zuccheri e zuccheri derivati, zuccheri fosfati, acidi 
carbossilici, aminoacidi e polimeri. 
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3.5. IDENTIFICAZIONE GENETICA DEI BATTERI DEL SUOLO 
L’identificazione tassonomica dei 184 ceppi batterici isolati dai campioni di suolo 
forestale e suolo ascomico (GSA; GSB, CSA, CSB) è stata realizzata tramite sequenziamento 
del rRNA della regione 16S ribosomiale. La PCR è stata eseguita con prelievo diretto dalle 
colonie purificate precedentemente, previa lisi cellulare per shock termico (1 min a 80°C). Gli 
ampliconi sono stati ottenuti utilizzando i primers universali pA 
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) (Edwards et al., 1989; Eden et al., 1991) e 907R 
(CCGTCAATTCMTTTG AGTTT) (Muyzer et al., 1993; Rölleke et al., 1998). Il mix per 
l’analisi molecolare degli isolati batterici è stato realizzato in 50-µL (volume totale) 
contenenti 26 µL H2O DNA/RNA free, 20 µL 2,5 5Prime Mastermix (PCR SuperMix, 
TermoFisher Scientifics Inc.) 10 µM primers, e 2 µL di estratto cellulare. Il ciclo di 
amplificazione PCR (Applied Biosystems™ 2720 Thermal Cycler) prevedeva: 95°C per 5 
min, 30 cicli di 1 min a 95°C (denaturazione), 56°C per1 min (annealing), seguita da 72°C per 
1,5 min (estensione). La reazione si è conclusa con la fase finale di estensione a 72°C per 10 
min. Oltre ad una prima quantificazione con l’utilizzo di un NanoDrop™ (Thermo Scientific 
Inc.), i prodotti della PCR stato stati testati tramite corsa elettroforetica su gel di agarosio (1% 
w/v), utilizzando il Bromuro di 3,8-diammino-5-etil-6-fenilfenantridinio come intercalante, al 
fine di verificare l’effettiva riuscita del processo. La restante frazione è stata purificata dai 
contaminanti fenolici e residui di DNA con l’uso del kit di purificazione RNeasy Plus 
(Qiagen, France). I prodotti purificati sono stati sequenziati presso il centro Eurofins 
Genomics in Germania (Eurofins Scientific Group) e le sequenze sono state poi comparate 
con quelle contenute nei database Ribosomal Database Project (RDP; 
http://rdp.cme.msu.edu/) (Cole, 2013). 
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3.6. IDENTIFICAZIONE METABOLICA DEI BATTERI DELL’ASCOMA 
Dei 184 isolati totali, una selezione casuale del 20%, pari a 36 ceppi, ottenuti dai 
campioni dalle porzioni ascomiche (GAP; GAG; CAP; CAG) è stata avviata 
all’identificazione attraverso l’utilizzo di piastre metaboliche Biolog® Gen III™ che 
permettono di eseguire contemporaneamente 94 test biochimici e delineare quindi il profilo 
metabolico di un ampio numero di batteri, appartenenti sia al gruppo dei Gram-negativi sia a 
quello dei Gram-positivi (Bochner, 1989a; 1989b). Utilizzando il software Biolog’s Microbial 
Identification System – che permette di confrontare i profili metabolici ottenuti, ovvero 
l’impronta fenotipica, con quelli presenti nel OmniLog Data Collection® (ODC) – è possibile 
identificare l’isolato batterico oggetto di studio. I 96 pozzetti della piastra contengono 71 fonti 
diverse di carbonio, 23 test di sensibilità, e 2 controlli, uno negativo e uno positivo (Fig. 6). 
Come per le Ecoplates
™
 l’attività microbica è rilevabile dalla reazione colorimetrica dei sali 
di tetrazolio, letti a 590 nm ed a 750 nm. 
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3.6.1. Protocollo di inoculo e incubazione di piastre GEN III
®
 
Dalle piastre di isolamento, ed in particolare da colonie isolate, sono state prelevate 
piccolissime quantità di inoculo batterico, le quali sono state poste in soluzione (sino ad una 
trasmittanza compresa tra 90-98%) in apposito liquido di inoculo Biolog
®
 IF tipe A - 
utilizzato per la maggior parte delle specie batteriche - e di seguito omogeneizzate per 
agitazione tramite vortex, per 30 secondi a bassa intensità (Modello TK3S TecnoKartel, Inc).  
Le piastre sono state inoculate con 100 µL per pozzetto ed incubate a 30°C per il tempo 
necessario all’identificazione, di norma compreso tra 3 e 36 ore. 
3.6.2. Profilo metabolico medio degli isolati batterici 
I diversi profili metabolici, raggruppati per provenienza (CAG, CAP, GAG e GAP) 
sono stati standardizzati rispetto al tempo di incubazione e successivamente mediati al fine di 
ottenere un profilo metabolico medio. Questa elaborazione ha permesso di rilevare quali siano 
i composti maggiormente utilizzati dai batteri isolati nei diversi ascomi e valutarne le 
similitudini. 
3.7. ANALISI STATISTICA DEI DATI 
Tutte le analisi statistiche dei dati presentate in questo lavoro sono state eseguite 
utilizzando il software MiniTab
®
. Attraverso la funzione General Linear Model si è svolta 
l’analisi Anova (P < 0,05) e la Bonferroni Pairwise Comparisons (95% Confidence). Inoltre, 
si è valutato il grado di similitudine delle diverse colonie estratte con l’utilizzo della funzione 
di statistica multivariata, in particolare la Cluster Analysis. 
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE 
4.1. ANALISI CHIMICHE DEI CAMPIONI DI SUOLO 
I due suoli forestali in esame mostrano un diverso grado di pH. Il suolo del sito SAG 
presenta una reazione subacida (pH 5,73 ± 0,23) mentre quella del sito LSF è decisamente 
basica (pH 8,03 ± 0,27). 
L’analisi granulometrica (Fig. 7) indica un’effettiva differenza della tessitura dei due 
suoli. Il suolo del sito SAG mostra un’importante componente in sabbia (60%), rientrando, 
per la catalogazione della società internazionale di scienze del suolo, nella categoria 
Sabbioso–Limoso. Si caratterizza quindi per l’elevato drenaggio, forte ossigenazione e forte 
tendenza alla lisciviazione delle sostanze nutritive (Ferrarotti, 1997). Il suolo del sito LSF 
presenta una grande componente limosa (63%) è può essere classificato come Limoso. Le sue 
caratteristiche generali sono la bassa malleabilità, ridotta permeabilità e può presentare 
fenomeni di erosione e compattamento. 
Inoltre, per entrambi i suoli si rileva una ridottissima frazione argillosa. 
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I suoli dei due siti si differenziano anche per il contenuto in macronutrienti (Fig. 8). Il 
sito SAG mostra una buona dotazione di azoto e potassio, mentre il quantitativo di fosforo è 
ridotto. Nel sito LSF si rileva un’elevata concentrazione di azoto e complessivamente buoni 
valori di fosforo e potassio.  
 
Figura 8: Dotazione di macronutrienti 
Per quanto concerne la dotazione in ferro, i due suoli oggetto di analisi mostrano 
differenti valori medi pari a 19,75 g/kg nel sito SAG e 14,90 g/kg in nel sito LSF (Fig. 9). 
 
Figura 9: Dotazione in ferro 
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La determinazione del contenuto in calcare attivo e calcare totale risulta differente per 
i due siti (Fig. 10): nel sito LSF sono stati rilevati rispettivamente 8,75 ± 0,48 g/kg e 539,25 ± 
62,72 g/kg, mentre nel sito SAG entrambi i parametri sono sotto la soglia minima di 
rilevamento per la metodica utilizzata. 
 
Figura 10: Dotazione in calcare attivo e calcare totale 
I valori di conducibilità elettrica riscontrati nei due siti, benché diversi tra loro, 
delineano una ridotta salinità nella soluzione circolante del suolo (Fig. 11). 
 
Figura 11: Valori di conducibilità elettrica 
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La capacità di scambio cationico risulta differente nei due siti: in SAG si rileva un 
valore medio di 8,50 ± 0,115 mS/cm
2
, mentre nel sito LSF il valore si attesta sui 40,40 ± 
2,985 mS/cm
2
 (Fig. 12). 
 
Figura 12: Capacità di scambio cationico (CSC) 
A differenza di tutti gli altri parametri fisico-chimici rilevati nel suolo dei due siti, quelli 
relativi al contenuto in sostanza organica, espressi come carbonio organico estraibile (TEC) e 
sostanze umiche (HA+FA), non mostrano differenze statisticamente significative (Fig. 13). 
 
Figura 13: Quantità in humus e delle sue frazioni fulviche e umiche 
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Per i campioni di suolo del sito SAG, l’indice (HI%) e il grado di umificazione (DH%) 
rilevati sono rispettivamente di 37% ± 5% e 73% ± 16% nel sito SAG, mentre per i campioni 
del sito LSF sono pari al 20% ± 9% e 83% ± 7%. Dai dati si deduce che nel sito LSF, rispetto 
al sito SAG, prevalgono i processi di umificazione. 
Il rapporto carbonio azoto nel sito SAG è compreso tra 9 e 11, mentre nel sito LSF ha 
un valore medio inferiore a 9. Nel primo caso i valori rilevati dimostrano una corretta 
evoluzione della sostanza organica, mentre nel secondo caso indicano una rapida 
degradazione dei composti carboniosi che può ostacolare la formazione di sostanze umiche 
stabili (Fig. 14). 
 
Figura 14: Rapporto carbonio/azoto 
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4.2. CARICA MICROBICA DELLE DIVERSE COMUNITÀ 
Le conte microbiche totali dei campioni di suolo e di ascoma, rilevate dopo 48 e 96 ore 
di incubazione (Tab. 5), mostrano una generale omogeneità dimensionale delle comunità, con 
calori prossimi a 10
7
 ufc/g. Tuttavia l’analisi statistica dei dati rileva che, sia alle 48 sia alle 
96 ore, i campioni del peridio provenienti da entrambi i siti (GAP e CAP) si differenziano 
dagli altri per una carica microbica maggiore e dell’ordine di 108 ufc/g (Fig. 15). 
Tabella 5: Valori delle conte microbiche totali 
Campione 
Conte microbiche totali (ufc/g) 











































































Figura 15: Valori delle conte microbiche totali 
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4.3. ANALISI CLPP DELLA COMUNITÀ MICROBICA DEL SUOLO 
Dall’esame della figura 16 inerente l'attività metabolica complessiva delle comunità 
microbiche estratte dai due siti d'indagine, si evince che non vi sono differenze statisticamente 
rilevanti. 
 
Figura 16: Grafico dell'attività metabolica complessiva (AWCD) 
L’indice di Shannon (Fig.17), calcolato sia sulla base del numero di substrati utilizzati, 
sia del loro diverso grado di utilizzazione, rivela una certa biodiversità soltanto durante le 
prime ore di incubazione delle Ecoplate
TM
 probabilmente legata ad una maggiore presenza di 
microrganismi zimogeni. 
 
Figura 17: Biodiversità microbica - indice di Shannon 
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La Richness (Fig.18), calcolata sul numero dei substrati utilizzati nell'unità di tempo, 
conferma quanto visto in precedenza, evidenziando che le comunità microbiche dei due suoli 
utilizzano lo stesso numero di substrati nella stessa unità di tempo.  
 
Figura 18: Biodiversità microbica - Richness 
L'utilizzo specifico delle fonti di carbonio (Fig. 19), evidenzia che, alle 72 ore di 
incubazione, le due comunità microbiche catabolizzano in modo differente 3 gruppi di 
substrati: zuccheri e zuccheri derivati, zuccheri fosfati, e aminoacidi. Nel suolo calcareo si 
registra una maggiore attività fermentativa forse legata alla presenza di microrganismi  
zimogeni; nel suolo granitico vengono maggiormente consumati gli aminoacidi. 
 
Figura 19: Utilizzo di fonti di carbonio – 72 h di incubazione 
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Dopo 120 ore di incubazione le due comunità microbiche si equivalgono nel consumo 
degli zuccheri; rimangono differenze significative nella utilizzazione degli aminoacidi e degli 
acidi carbossilici nel sito SAG (Fig. 20). Le altre differenze, elencate precedentemente 
rimangono valide e costanti in entrambi i tempi di incubazione rilevati. 
 
Figura 20: Utilizzo di fonti di carbonio – 120 h di incubazione 
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4.4. IDENTIFICAZIONE GENETICA DEI BATTERI DEL SUOLO 
Dei 184 isolati batterici avviati ad identificazione tramite sequenziamento del rRNA 
della regione 16S ribosomiale (Cap. 3.5), il 70% è stato ritrovato nel database RDP. I risultati 
ottenuti delle sequenze genomiche per GSB, CSB, GSA e CSA sono stati rispettivamente del 
68%, 67%, 64% e 81%. 
Dall’analisi dei dati rilevata si è osservato che la comunità batterica del suolo forestale 
del sito LSF è composta principalmente dalle seguenti classi: Bacilli (34,38%), 
Actinobacteria (18,75%), Alphaproteobacteria (15,63%), Betaproteobacteria (15,63%), 
Gammaproteobacteria (6,25%), Flavobacteriia (6,25%), e Cytophagia (3,13%). La famiglia 
più rappresentata è quella delle Bacillaceae con il 31% degli isolati identificati (Fig. 21). 
 
Figura 21: Famiglie batteriche rilevate in Calcareous Soil Bulk (CSB) 
La comunità batterica del suolo forestale del sito SAG mostra invece una diversa 
composizione. Le classi rilevate sono: Bacilli (41,38%), Betaproteobacteria (20,69%), 
Alphaproteobacteria (10,34%), Flavobacteriia (10,34%), Gammaproteobacteria (6,90%), 
Sphingobacteriia (6,90%) e Actinobacteria (3,45%). Nessun isolato è risultato appartenere 
alla classe dei Cytophagia non è stato rilevato come invece è avvenuto in precedenza. Anche 
in questo caso, la famiglia più abbondante è quella delle Bacillaceae con il 38% (Fig. 22). 
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Figura 22: Famiglie batteriche rilevate in Granitic Soil Bulk (GSB) 
Il suolo ascomico, (Calcareous Soil Ascocarp) campionato dagli ascomi del sito LSF 
mostra una comunità batterica dominata dalla classe dei Alphaproteobacteria (23,08%), 
seguiti nell’ordine da: Gammaproteobacteria (20,51%), Bacilli (17,95%), Actinobacteria 
(12,82%), Betaproteobacteria (12,82%), Flavobacteriia (7,69%). Rimarchevole la presenza 
di isolati appartenenti alla classe dei Sphingobacteriia (5,13%), non rilevati nel suolo forestale 
dello stesso sito. Anche in questo caso, la famiglia più rappresentata è quella delle 
Bacillaceae con il 18%, seguita dalle Pseudomonadaceae (13%) e dalle Flavobacteriaceae 
(13%) (Fig. 23). 
Diversamente, la comunità batterica del suolo ascomico, (Granitic Soil Ascocarp) 
ottenuta dai campioni fungini del sito SAG mostra la seguente composizione: 
Gammaproteobacteria (51,72%), Bacilli (3,45%), Actinobacteria (3,45%), 
Betaproteobacteria (17,24%), Flavobacteriia (3,45%) e Sphingobacteriia (20,69%). 
Sorprendentemente non sono stati rilevati batteri appartenenti agli Alphaproteobacteria, 
presenti in quantità non trascurabile nel relativo suolo forestale. Nel suolo ascomico del sito 
SAG la famiglia più rappresentata è quella delle Pseudomonadaceae con ben il 35% degli 
isolati, seguita dalle Xanthomonadaceae (17%) e dalle Sphingobacteriaceae (17%) (Fig. 24). 
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Figura 23: Famiglie batteriche rilevate in Calcareous Soil Ascocarp (CSA) 
 
Figura 24: Famiglie batteriche rilevate in Granitic Soil Ascocarp (GSA) 
Dall’osservazione comparata delle comunità batteriche estratte dalle quattro tipologie di 
suolo, si rileva che esse sono differenti per composizione. 
Difatti, mentre nelle comunità estratte dai campioni CSB e GSB si osserva la 
dominanza dell’ordine dei Bacillales, rispettivamente 34,48% e 41,38%, nei due suoli 
ascomici tale caratteristica non viene mantenuta: nella comunità batterica del CSA l’ordine 
dei Bacillales assume la stessa rilevanza dei Rhizobiales (17,95%), nella comunità batterica 
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dei campioni GSA dominano i Pseudomonadales e i Xanthomonadales, con un peso 
rispettivamente del 34,48% e del 17.24% (Fig. 25). 
 
Figura 25: Confronto delle comunità microbiche delle diverse tipologie di suolo 
Dalle analisi dei dati è emerso inoltre che nei campioni CSB non è stata osservata la 
presenza di isolati batterici riconducibili agli ordini dei Sphingobacteriales e 
Sphingomonadales, presenti invece nei campioni GSB, che risultano tuttavia mancare di 
Caulobacterales, Cytophagales ed Enterobacteriales. Di particolare interesse inoltre è la 
presenza dell’ordine dei Xanthomonadales esclusivamente nei campioni di suolo ascomico 
dei due siti (CSA e GSA) ma assente nei rispettivi suoli di appartenenza (CSB e GSB). 
Peraltro, l’ordine dei Caulobacterales è stato rilevato esclusivamente nel suolo 
ascomico CSA, così come quello dei Cytophagales e quello degli Enterobacteriales è 
risultato presente esclusivamente nel campione del suolo forestale CSB. L’ordine dei 
Sphingobacteriales è risultato assente in CSA, mentre quello degli Sphingomonadales è 
presente in CSA e GSB. Si rileva inoltre che nella comunità batterica estratta dai campioni 
GSA manca totalmente di Rhizobiales. 
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4.5. IDENTIFICAZIONE METABOLICA DEI BATTERI LEGATI AL T. BORCHII 
Il grafico in figura 26 riporta i risultati delle analisi di identificazione metabolica 
eseguite sui 36 isolati delle comunità batteriche associate agli ascomi campionati nei due siti 
di indagine, rilevando separatamente gli isolati del peridio e della gleba di tutti gli ascomi. Dai 
risultati è possibile osservare che la famiglia delle Pseudomonadaceae risulta predominante 
nel peridio di tutti gli ascomi – 85% in CAP e 50% in GAP. Inoltre la presenza di 
Comamonadaceae è rilevata esclusivamente nei campioni prelevati nel sito LSF. 
 
Figura 26: Grafico di confronto tra le comunità microbiche dei diversi ascomi 
L’elenco completo degli isolati analizzati con le piastre GEN III® è riportato nella 
seguente tabella (Tab. 6). 
Tra i diversi ceppi isolati negli ascomi, la presenza di Stenotrophomonas maltophilia è 
stata rilevata sui campioni CAG GAG e GAP, mentre la specie Variovorax paradoxus è stata 
rilevata nei campioni CAG e CAP. 
Il 17,14% degli isolati batterici, pur ottenendo un buon profilo metabolico delle piastre 
GEN III
®
, non ha avuto alcun riscontro nel database ODC
®
. Tuttavia l’analisi dei cluster 
mostra significative similitudini con alcuni ceppi batterici identificati (Fig.27). 
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Tabella 6: Batteri identificati metabolicamente con tecnologia Biolog GEN III® 
Provenienza Identità dell’isolato Frequenza di rilevamento 
CAG 
Stenotrophomonas maltophilia 27,27% 
Acidovorax avenae ss cattleyae 18,18% 
Variovorax paradoxus 18,18% 
31,43% sul totale degli isolati Pseudomonas tolaasii 9,09% 
Serratia plymuthica 9,09% 
Inquilinus limosus B 9,09% 
No ID  9,09% 
CAP Pseudomonas fluorescens 85,71% 
20,00% sul totale degli isolati Variovorax paradoxus 14,29% 
GAG  
Stenotrophomonas maltophilia  45,45% 
Collimonas fungivorans 9,09% 
31,43% sul totale degli isolati Pseudomonas synxantha 9,09% 
No ID 36,36% 
GAP  
Stenotrophomonas maltophilia  33,33% 
Pseudomonas fluorescens 16,67% 
Pseudomonas fragi 16,67% 
17,14% sul totale degli isolati Pseudomonas marginalis 16,67% 
No ID 16,67% 
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4.5.1. Analisi metabolica dei profili medi 
L’analisi dei cluster eseguita sui profili medi degli isolati batterici, infeudati nelle 
diverse porzioni dell’ascoma, ha evidenziato un buon grado di similitudine tra i campioni di 
gleba (GAG e CAG), mentre ha staccato il profilo medio GAP (Fig. 28). 
 
Figura 28: Analisi dei cluster dei profili metabolici medi degli isolati batterici 
Inoltre, raggruppando per tipologia i diversi substrati proposti nelle piastre GEN III
®
 è 
stato osservato che gli acidi esosi sono i composti chimici maggiormente utilizzati da tutti i 
profili degli isolati batterici mentre gli zuccheri e i loro derivati sono i meno utilizzati 
(Fig.29). Questo sta a dimostrare che in linea di massima, la comunità batteria associata agli 
ascomi del T.borchii è stabile, con una strategia di sviluppo di tipo “k”, dimostrando di saper 
degradare in modo efficiente composti organici complessi. 
Come già evidenziato dall’analisi dei cluster, il profilo medio osservato per GAP mostra 
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Tuttavia, l’analisi dei cluster sui singoli substrati proposti non ha evidenziato 
raggruppamenti significativi né per la provenienza dell’isolato batterico, né per la specie 
identificata. 
 
Figura 29: Metabolismo delle diverse fonti di carbonio riferito ai profili medi 
 
4.5.2 Descrizione delle specie identificate 
Acidovorax avenae ss cattleyae, è un β-proteobatterio Gram-negativo della famiglia 
delle Comamonadaceae. Originariamente descritto nel 1909 come Pseudomonas avenae, 
patogeno fogliare e dei germogli di Avenae sativa L., ne è stato proposto il trasferimento al 
nuovo genere Acidovorax nel 1990 (Willems et al., 1990). Nel 2008 sulla base di nuove prove 
genetiche è stato riclassificato come Acidovorax cattleyae (Schaad et al., 2008). Agente 
patogeno di numerose specie della famiglia delle Graminaceae, causa danni soprattutto in 
condizioni di precipitazioni elevate ed alte temperature. Altre pathovar di A. avenae sono 
agenti di malattia in colture intensive come anguria, melone (Acidovorax citrulli) e riso 
(Acidovorax oryzae). 
Collimonas fungivorans è un β-proteobatterio della famiglia delle Oxalobacteraceae 
che oltre a mostrare attività fungicida (Kamilova et al., 2007), è capace di crescere su ife 
viventi di diversi funghi (De Boer et al., 2001, 2004). Gram-negativo con attività catalasica 
negativa, ha la particolarità di degradare la chittina (De Boer et al., 1999). 
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Inquilinus limosus B è un α-proteobatterio della famiglia delle Rhodospirillaceae. Si 
tratta di un batterio Gram-negativo, aerobio, chemio-organotrofo, non-mobile, asporigeno, di 
forma bastoncellare. Isolato nelle secrezioni respiratorie di pazienti affetti da fibrosi cistica 
(Coenye 2002) è stato rinvenuto nel 2011 in un campo agrario in cui era in atto una 
coltivazione di ginseng. Questa sua variante ambientale è stata elevata al rango di specie col 
nome di Inquilinus ginsengisoli (Jung et al., 2011). 
Pseudomonas fluorescens è una specie ubiquitaria a forma di bastoncello con flagelli 
multipli, appartenente ai γ-proteobatteri. Gram-negativo, ossidasi-positivo, non saccarolitico, 
produce lipasi e proteasi termostabili. Tra i diversi ceppi appartenenti a questa specie si 
trovano PGPR (Saravanakumar, et al., 2007; Stover et al., 2000), MHB (Duponnois et al., 
1991), e patogeni umani (Hsueh et al., 1998). Alcune varianti hanno mostrato anche la 
capacità di produrre mupirocina (El-Sayed et al., 2003), antibiotico attivo su Gram-positivi 
(Stafilococchi e Streptococchi ), alcuni Gram negativi e con azione antimicotica nei confronti 
della Candida (Neuman et. al, 1987). Come altri Pseudomonas ha la capacità di produrre 
siderofori (Zhao et al., 2006). Alcuni ceppi MBH di P. fluorescens, in carenza di ferro variano 
il proprio habitus ed entrano in competizione col fungo ectomicorrizico Laccaria bicolor 
(Deveau et al., 2016). Lo stesso comportamento è stato osservato anche nei confronti del 
batterio Streptomyces ambofaciens (Galet et al., 2015). 
Pseudomonas fragi un γ-proteobatterio psicrofilico della famiglia delle 
Pseudomonadaceae, Gram-negativo ubiquitario è conosciuto per essere implicato nel 
deterioramento di prodotti lattiero-caseari (aroma fruttato) (Pereira e Morgan, 1957). A 
differenza di molti altri membri del genere Pseudomonas, P. fragi non produce siderofori 
(Champomier-Vergès et al., 1996). 
Pseudomonas marginalis è un γ-proteobatterio della famiglia delle 
Pseudomonadaceae, collocato nel gruppo P. fluorescens sulla base dell'analisi filogenetica del 
rRNA 16S (Anzai et al., 2000). P. marginalis è un batterio terricolo, fitopatogeno di diverse 
colture alimentari e ornamentali, con capacità pectinolitiche (Membré e Burlot, 1994) Inoltre 
è stato identificato nella comunità batterica del corpo fruttifero del fungo ectomicorrizico 
Cantharellus cibarius (Rangel-Castro et al., 2002) 
  
  
DR. GIOVANNI RAGAGLIA – Studi sulla diversità della comunità batterica associata alla simbiosi ectomicorrizica 
tra Tuber borchii e Quercus ilex in differenti ecosistemi forestali della Sardegna 
 
Università degli Studi di Sassari – Tesi di Dottorato in Scienze Agrarie 
Curriculum: Monitoraggio e controllo degli ecosistemi agrari e forestali in ambiente mediterraneo – XXX ciclo 
Pag. 60 
Pseudomonas synxantha è un γ-proteobatterio fluorescente, Gram-negativo, (Anzai et 
al., 2000) tipico della rizosfera con proprietà nematocide (Wechter et al.,2002). Come per P. 
marginalis, P. synxantha fa parte della comunità batterica associata al Cantharellus cibarius, 
mostrando peraltro attività proteolitica ma non chitinolitica (Rangel-Castro et al., 2002). 
Pseudomonas tolaasii è un γ-proteobatterio terricolo, fluorescente, Gram-negativo, 
(Anzai et al., 2000) agente di macchia batterica sui funghi coltivati come Agaricus bisporus 
(Brodey et al., 1991), si caratterizza per la produzione di una micotossina detta tolasina 
(Soler-Rivas et al., 1999). Inoltre, in patologia animale ha mostrato una forte attività emolitica 
provocando la lisi degli eritrociti (Munsch e Alatossava, 2002). 
Serratia plymuthica è un γ-proteobatterio Gram-negativo, mesofilo, chemio-
organotrofo, aerobio facoltativo, mobile, asporigeno di forma bastoncellare, appartenente alla 
famiglia delle Enterobacteriaceae (Neupane et al., 2012). Ubiquitario, isolato su diversi 
substrati, sia naturali sia antropici, causa anche infezioni in ambienti nosocomiali (De 
Vleesschauwer e Höfte, 2003). Associato frequentemente alle piante, è stato rinvenuto nella 
rizosfera di diverse colture come grano (Åström e Gerhardson, 1988), granturco (Lucon e 
Melo, 2000), pomodoro (Frommel et al.,1991) e sulle parti commestibili di cipolla, carota e 
lattuga (Grimont et al., 1981). Pur considerato come contaminate delle linee di trasformazione 
degli ortaggi (Van Houdt et al., 2005), viene usato con successo nella lotta di molti patogeni 
fungini terricoli di varie colture (Müller e Berg, 2008; Kalbe et al.,1996) e per questo motivo 
è classificato tra i PGPR (Neupane et al., 2012). 
Stenotrophomonas maltophilia è un γ-proteobatterio appartenente alla famiglia delle 
Xanthomonadaceae. In passato è stato classificato come Bacterium bookeri nel 1943 (Chang, 
2015) e riclassificato come Pseudomonas maltophilia (1961), Xanthomonas (1983) ed in fine 
Stenotrophomonas nel 1993 (Al-Anazi, 2014). È un batterio appartenente al gruppo dei Gram-
negativi, mobile con flagelli polari, aerobio, non fermentante, catalasi-positivo e ossidasi-
negativo, capace di formare biofilm su varie superfici. Ubiquitario di vari ambienti naturali 
umidi, è stato isolato nel suolo, in particolare nella rizosfera, ma anche in ambienti fortemente 
antropizzati come gli ospedali (tubi di aspirazione, nebulizzatori, endoscopi, rubinetti, 
lavandini etc.) (Brooke, 2012). Conosciuto in medicina umana come patogeno opportunista in 
individui immunodepressi, è stato associato a fibrosi cistica, polmoniti, infezioni urinarie, 
infezione del sangue, è riconosciuto come batterio antibioticoresistente (Chang, 2015). 
  
DR. GIOVANNI RAGAGLIA – Studi sulla diversità della comunità batterica associata alla simbiosi ectomicorrizica 
tra Tuber borchii e Quercus ilex in differenti ecosistemi forestali della Sardegna 
 
Università degli Studi di Sassari – Tesi di Dottorato in Scienze Agrarie 
Curriculum: Monitoraggio e controllo degli ecosistemi agrari e forestali in ambiente mediterraneo – XXX ciclo 
Pag. 61 
Variovorax paradoxus è un β-proteobatterio, gram-negativo, aerobio, della famiglia 
delle Comamonadaceae (Willems et al., 1991). Il nome del genere (vario = diverso – vorax = 
vorace) è dovuto all’ampia gamma di composti metabolizzabili. Morfologicamente le colonie 
si presentano di forma convessa, rotonde e lisce, di colore giallo-verde brillante dovuto alla 
produzione di carotenoidi (Satola et al., 2013). Specie ubiquitaria, è stata isolata in ambienti 
di vario tipo, tra cui il suolo rizosferico di numerose specie vegetali, acqua potabile, acque 
sotterranee (Lee et al., 2010; Gao et al., 2010), sedimenti marini, (Wang e Gu, 2006) miniere 
d'argento (Piotrowska-Seget et al., 2005), acqua di drenaggio delle miniere d'oro inquinate da 
arsenico, (Battaglia-Brunet et al., 2006), etc. Per questa sua grande versatilità è stato 
ampiamente studiato (Satola et al., 2013). I ceppi di V. paradoxus possono essere classificati 
in due gruppi – ossidanti di idrogeno e ceppi eterotrofi – entrambi aerobici (Davis et 
al.,1969). Oltre ad essere un noto PGPR, trovando il giusto habitat di crescita anche 
all’interno dei tessuti vegetali (Reiter e Sessitsch, 2006; Santiago‐Mora et al., 2005; Sessitsch 
et al., 2004; Sturz et al., 2005; Surette et al., 2003), ha dimostrato la capacità degradare 
diversi composti inquinanti, compresi gli erbicidi (Santiago‐Mora et al., 2005; Smith et al., 
2005; Wang e Gu, 2006; Young et al., 2006). Alcuni ceppi di V. paradoxus producono 
siderofori (Han et al., 2011). 
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5. CONCLUSIONI 
Le due aree tartufigene esaminate – SAG in località “San Santino” (454 m s.l.m.) in 
agro del Comune di Sant’Antonio di Gallura e LSF in località “Santa Sofia” (710 m s.l.m.) in 
agro del Comune di Laconi (OR) – non mostrano particolari differenze dal punto di vista 
climatico ma differiscono sotto il profilo vegetazionale e pedologico. 
I due soprassuoli, pur essendo entrambi caratterizzati da una vegetazione a prevalenza 
di leccio, sono strutturalmente differenti. Infatti, l’area SAG presenta una copertura arborea 
con un unico strato dominante a chiome alte (tipica dell’alto fusto) e ridottissimo sottobosco; 
mentre l’area LSF ha le fattezze di un bosco ceduo in cui, oltre ai numerosi polloni di leccio, 
si osserva la diffusa presenza di specie arbustive. 
Le analisi fisico-chimiche eseguite sui campioni di suolo hanno messo in evidenza le 
forti differenze pedologiche, sia strutturali sia nutrizionali, delle due tartufaie. Il profilo 
pedologico dell’area SAG mostra le caratteristiche tipiche dei suoli originatisi da rocce 
intrusive (Aru et al., 1989). Si tratta di suoli poco profondi, a reazione subacida (pH 5,73 ± 
0,23), con una tessitura sabbioso-limosa che garantisce un elevato drenaggio delle acque 
meteoriche ed una forte areazione. Al contrario, l’area LFS presenta suoli di origine calcarea a 
reazione decisamente basica (pH 8,03 ± 0,27) con una tessitura limosa, a drenaggio ridotto. 
I suoli delle due aree hanno mostrato differiscono in modo statisticamente significativo 
anche per la maggior parte dei parametri chimici: macronutrienti (N, P, K), ferro, calcare 
attivo e totale, conducibilità elettrica e capacità di scambio cationico. Questo conferma 
l’elevata adattabilità del Tuber borchii che, come riportato in letteratura, vegeta in una grande 
varietà di suoli (Gardin, 2005; Iotti et al., 2010; Raglione, 1997; 2005; Zambonelli, 1990). 
Nei due suoli tartufigeni analizzati, la quantità di sostanza organica totale e le sue 
frazioni umiche non variano in maniera significativa. Tuttavia, nel sito LSF si rileva una 
migliore attitudine del suolo all’umificazione. Tale aspetto andrebbe ulteriormente indagato al 
fine di verificare se e come la quantità e la qualità della sostanza organica del suolo 
influenzano la presenza e/o la crescita del T. borchii. 
I valori di conta microbica totale non hanno mostrato alcuna differenza apprezzabile nei 
campioni di suolo forestale dei due siti. 
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In effetti, nei campioni di suolo ascomico del sito SAG dopo 48 ore di incubazione si 
rileva una carica microbica maggiore rispetto agli omologhi del sito LSF, probabilmente 
dovuta ad un maggior numero di batteri zimogeni, caratterizzati da una rapida crescita per la 
metabolizzazione di sostanze semplici come zuccheri e loro derivati (Boyce, 1984); tale 
differenza non si osserva più dopo 96 ore di incubazione. Anche le analisi di ecologia 




 sui campioni di suolo forestale non 
evidenziano alcuna differenza in termini di attività totale e di biodiversità funzionale delle 
comunità microbiche dei due siti.  
Tuttavia, tale dato è in contrasto con quelli relativi all’identificazione genetica dei ceppi 
isolati. Difatti, escludendo la forte presenza di Bacilli, oltre il 30% in entrambi i siti, emerge 
una grande biodiversità batterica tra le comunità dei due suoli: nel suolo forestale del sito 
SAG predominano i Betaproteobacteria (20,69%) rispetto alle altre classi, mentre in quello 
del sito LSF sono gli Actinobacteria (18,75%) ad essere più numerosi. 
La differenza qualitativa delle due comunità osservata per il suolo forestale si ripete 
anche nel suolo ascomico delle due provenienze geografiche. Difatti se nei campioni 
provenienti dal sito SAG dominano i Gammaproteobacteria (51,72%); nel sito LSF 
prevalgono sugli altri con una carica simile gli Alphaproteobacteria (23,08%) e i 
Gammaproteobacteria (20,51%). 
Risulta particolarmente interessante aver rilevato che le comunità microbiche dei due 
siti, pur mostrandosi nettamente differenti tassonomicamente, non presentano alcuna 
differenza statisticamente rilevante dal punto di vista funzionale e metabolico, se non per il 
differente grado di utilizzo delle fonti di carbonio proposte, in particolar modo zuccheri, 
zuccheri fosfati, acidi carbossilici e aminoacidi probabilmente legato alle differenti 
caratteristiche chimico-fisiche dei suoli e alla diversità microbica. 
Quindi, pur componendosi in modo differente, l’equilibrio funzionale raggiunto dalle 
due comunità microbiche lascia supporre che le caratteristiche fisico-chimiche dei suoli 
influenzano solo l’aspetto tassonomico e non anche quello ecologico-funzionale. 
In altre parole, si osserva come la composizione specifica delle diverse specie batteriche 
formanti le due comunità microbiche, seppure in ambienti pedologici differenti, non influenza 
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in alcun modo la funzionalità ecologica delle stesse: tutte le attività trofico-funzionali 
vengono svolte in egual modo. 
In accordo con i dati di conta totale riportati in letteratura (Sbrana et al., 2000; Barbieri 
et al., 2005) e riferiti alla carica microbica degli ascomi di T. borchii, si rileva che nella gleba 
la componente batterica è dell’ordine di 106 ufc/g; valori simili vengono riportati anche per 
altre specie di Tuber: T. aestivum (Gryndler et al., 2013), T. magnatum (Barbieri et al., 2007) 
e T. melanosporum (Rivera et al., 2010). 
Nei campioni di peridio provenienti da entrambi i siti è presente una carica microbica 
più elevata (10
8
 ufc/g) rispetto a quella registrata in tutte le altre matrici analizzate. Differenze 
di conta microbica tra le diverse porzioni ascomiche sono già state riportate in letteratura per 
T. melanosporum (Rivera et al., 2010; Antony-Babu et al., 2014). 
Anche l’ambiente ascomico riserva delle sorprese riguardo la composizione delle 





 mostrano significative differenze di composizione tra le due 
comunità. La famiglia delle Pseudomonadaceae predomina nel peridio di tutti gli ascomi 
(85% in CAP e 50% in GAP); quella delle Comamonadaceae si rileva esclusivamente nei 
campioni prelevati nel sito LSF e quella delle Xanthomonadaceae domina nella gleba 
proveniente dal sito SAG. In accordo con quanto riscontrato in letteratura, si osserva la 
dominanza degli Gammaproteobacteria (51,72%) e degli Alphaproteobacteria (23,08%) 
(Sbrana et al., 2002).  
Dal punto di vista tassonomico si osservano differenze di composizione delle comunità 
batteriche tra i corpi fruttiferi campionati nei due siti, tra corpo fruttifero e suolo ascomico 
nonché tra corpo fruttifero e suolo forestale. Ciò suggerisce che ogni micro-ambiente rilevato 
in questo studio è una nicchia ecologica che seleziona specifiche comunità batteriche. Tale 
ipotesi è supportata da quanto già riportato in letteratura riguardo il T. melanosporum. Per 
questa specie è stato dimostrato che vi sono significative differenze quanti-qualitative tra le 
comunità microbiche associate alle diverse parti dell’ascoma, al relativo habitat pedologico ed 
alle diverse fasi di maturazione dell’ascoma (Warmink et al., 2009; Antony-Babu et al., 
2014). 
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Lo stesso Antony-Babu (2014) ipotizza che le differenze tra le comunità batteriche 
rilevate nelle due porzioni ascomiche siano dovute alle modalità con cui si sviluppano gli 
ascomi. Sembrerebbe infatti che la colonizzazione dei tessuti fungini da parte dei batteri 
terricoli si verifichi prima della completa differenziazione tra peridio e gleba. Di conseguenza, 
pur partendo da una stessa comunità batterica, a seguito dei mutamenti morfo-anatomici 
dell’ascoma, si verificano differenti pressioni selettive che tendono a favorire determinati 
gruppi batterici rispetto ad altri. Allo stesso modo, in considerazione delle differenze rilevate 
in questo studio sulle comunità microbiche nelle diverse porzioni ascomiche di T. borchii, 
questa ipotesi potrebbe essere considerata valida e giustificherebbe inoltre la diversità rilevata 
tra le comunità batteriche degli ascomi dei due siti: la differente comunità microbica terricola 
darebbe luogo a differenti selezioni batteriche da parte dell’habitat ascomico. Tuttavia resta da 
chiarire se il differente ambiente pedologico di crescita pedologica può influenzare le 
pressioni selettive operate dalla nicchia ascomica di T. borchii. 
Tra i batteri rilevati nell’ascoma di T. borchii sono state isolate e identificate alcune 
specie ascrivibili ai PGPR (Serratia plymuthica, Variovorax paradoxus), saprofiti e patogeni 
dei funghi (Collimonas fungivorans, Pseudomonas tolaasii) e patogeni umani (Inquilinus 
limosus B, Serratia plymuthica, Stenotrophomonas maltophilia). Ulteriori studi dovrebbero 
essere compiuti proprio su quest’ultimo gruppo microbico, già rilevato nella rizosfera (Berg et 
al., 2005), considerando che l’uso gastronomico degli ascomi dei tartufi avviene a crudo. 
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